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RESUMO

OLIVEIRA, A.L.R. - ANALISE DA EFICIENCIA E DO CUSTO-BENEFICIO DA RT-PCR EM
TEMPO REAL NO DIAGNOSTICO DA DIARREIA VIRAL BOVINA. S&o Paulo, 2013.
Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) —
Instituto Bioldgico.

O Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV), pertencente a familia Flaviviridae, género
Pestivirus, esta disseminado pelo mundo e ocasiona perdas econdmicas para os rebanhos
de producdo. Os ensaios imunoenzimaticos para captura de antigeno (ELISAAQ) e a
transcricdo reversa seguida pela reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) tém sido
utilizados no diagnostico do BVDV. Outra opcdo disponivel é a RT-PCR em tempo real
(QRT-PCR), que possui as mesmas vantagens da reagdo convencional - uma técnica
bastante sensivel e especifica, capaz de detectar pequenas concentracdes de virus, mesmo
0S nao viaveis -, mas que, além disso, permite a mecanizagdo do processo e leitura do
resultado através de fluorescéncia, conjunto esse que o0 torna mais agil e de maior
confianga. Objetivou-se: (I) Validar a gqRT-PCR para o diagnéstico do BVDV, (Il) avaliar a
relacdo custo-beneficio da gRT-PCR, em comparacdo a RT-PCR convencional, (lll)
comparar os resultados de amostras teste analisadas pela RT-PCR convencional, gRT-
PCR, ELISAAg. Foram analisados pelos trés métodos citados acima, 172 lotes de soro fetal
bovino (SFB), recebidos pelo Laboratorio de Viroses de Bovideos do Instituto Biol6gico de
Sao Paulo, no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2012. A sensibilidade analitica da
RT-PCR convencional ficou em 10! TCIDso/50uL para BVDV-1 e 10° TCIDso/50uL para
BVDV-2, enquanto que a validacédo da qRT-PCR revelou que o teste detecta até 10! copias
de RNA/UL. Quando comparado os resultados das amostras de SFB naturalmente
contaminados, detectou-se, pelo teste ELISAAg, 19,19% (33/172) de positivas para o BVDV,
na RT-PCR convencional 70,34% (121/172) de positivas e na qRT-PCR 81,97% (141/172),
0 que demonstra um melhor desempenho aos métodos moleculares, provavelmente devido
a interferéncia de anticorpos presentes nos lotes de SFB quando realizado o ELISAAg ou
devido & incompatibilidade de reagentes utilizados na producéo do Kit em relacdo as cepas
virais locais. A andlise custo-beneficio revelou ser a qRT-PCR 25,5% mais econ6mica e

também mais vantajosa do que a reac¢do convencional.

Palavras-chave: Soro fetal bovino, kits diagnosticos, pestivirus, custo-beneficio



ABSTRACT

OLIVEIRA, A.L.R. - ANALYSIS OF EFFICIENCY AND COST-BENEFIT OF REAL TIME RT-
PCR IN THE DIAGNOSIS OF BOVINE VIRAL DIARRHEA. S&o Paulo, 2013. Dissertacao
(Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto
Bioldgico.

The bovine viral diarrhea virus (BVDV) which belongs to Flaviviridae family and Pestivirus
genus is worldwide spread and, because of this, causes economic losses to livestock
production. The enzyme immunoassays for antigen capture (ELISAAg) and reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) have been used in the diagnosis of bovine
BVDV. Another option available is the real time RT-PCR (gRT-PCR), which has the same
advantages of conventional RT-PCR - a very sensitive and specific technique, that is able to
detect low concentration of virus, even those not infectious -, but also allows the process
mechanization and analysis results through fluorescence, and these both things make it
faster, more trustable and highly sensitive and specific. This study aimed to: (I) validate the
gRT-PCR for the diagnosis of BVDV, (II) measure the cost-benefit of gRT-PCR compared to
conventional RT-PCR, (lll) compare the results samples analyzed by conventional RT-PCR,
gRT-PCR and ELISAAg. It was analyzed, by the three methods mentioned above, 172
batches of fetal bovine serum (FBS), received at the Bovine Viral Diseases Laboratory of
Instituto Biologico of Sdo Paulo, from January 2005 to December 2012. The analytical
sensitivity of conventional RT-PCR was 10 TCIDso/50uL for BVDV-1 and 10° TCIDso/50uL
for BVDV-2, while validation in gqRT-PCR reveal that the test is able to detect until 10* copies
of RNA/uL. Comparing the results of naturally contaminated FBS samples, it was detected,
by ELISAAg test, 19.19% (33/172) of positive for BVDV, while in conventional RT-PCR
70.34% (121/172) and qRT-PCR 81.97% (141/172). These results indicate a better
performance on molecular methods, probably due to interference of antibodies present in lots
of FBS when ELISAAg test was done, or due to incompatibility of reagents used in
production kit regarding local viral strains. The cost-benefit analysis revealed that qRT-PCR

is 25.5% cheaper and brings more advantages than the conventional reaction.

Key-words: Fetal bovine serum, diagnostic Kits, pestiviruses, cost-benefit
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1. INTRODUCAO

A bovinocultura € um dos principais destaques do agronegécio brasileiro no cenario
mundial. Classificada como a segunda maior criagdo de gado bovino do mundo, com cerca
de 200 milhdes de cabecas, e desde 2004, lider nas exportacbes, o rebanho bovino
brasileiro propicia o desenvolvimento da cadeia produtiva da carne e do leite, duas
atividades presentes em todos os estados - tanto nas grandes como nas pequenas
propriedades -, 0 que comprova sua importancia econdémica e social para o pais.

A Diarreia Viral Bovina (BVD) é considerada uma importante barreira na producao
pecuaria por estar disseminada em todo o rebanho do mundo e por provocar perdas
econbmicas significativas. Ela é originada pelo virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV),
pertencente a familia Flaviviridae, do género Pestivirus, e, além dos problemas
gastrointestinais identificados nos primeiros casos de manifestagdo da doenga — fato que,
inclusive, deu nome a enfermidade —, ocasiona abortamentos, nascimento de bezerros
fracos, além de complicagbes nos quadros respiratérios. Além disso, o virus tem tropismo
por células do sistema imune, o que causa uma imunossupressao dos animais infectados.
Com tais alteracdes em seus organismos, 0s animais:

1. param de produzir o maximo que poderiam;

2. sdo mais facilmente acometidos por outros agentes e, por isso, podem

apresentar doencas paralelas, o que gera gastos com medicamentos;

3. apresentam — no caso de fémeas -, dificuldade para emprenhar e deixam de

atingir a média almejada de um bezerro ao ano, o que diminui em quantidade a
sua producdo; ainda relacionado a essa questao, os produtores que fazem uso
da inseminacdao artificial terdo de dispor de maiores quantidades de sémen;

4. promovem perdas econdmicas indiretas, relacionadas a qualidade e a quantidade

do leite produzido.

Uma importante caracteristica da doenca € a existéncia de animais persistentemente
infectados (PI). Eles sdo gerados quando o virus infecta fémeas prenhes soronegativas, no
periodo gestacional entre 40 e 120 dias, e, por conseguir atravessar as barreiras
transplacentarias, o virus instala-se também no feto cujo organismo, por ndo ter sua
imunidade formada, identifica o antigeno como préprio e, assim, ndo produz anticorpos de
protecdo. Esses animais Pl sdo disseminadores potenciais do virus, pois, uma vez que nao
apresentam sinais clinicos evidentes da doenga, estes ndo sdo detectados em provas
diagnosticas indiretas, como a virusneutralizagdo (VN) e o ELISA indireto, e passam

despercebidos dentro de um rebanho.
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Desse modo, um dos métodos de controle da doenca é, justamente, a identificagéo
dos animais PIl, por meio de métodos diagnosticos diretos - tais como a RT-PCR
(convencional e em tempo real), o ELISA antigeno e o isolamento viral - seguida de sua
eliminacdo do rebanho. Como, muitas vezes ocorre uma demora no diagndstico correto
dessa doenca, os animais Pl ficam mais tempo em contato com os sadios e,
consequentemente, mais tempo disseminando-a no rebanho, gerando fonte de gastos que
comprovam novamente a importdncia econdmica da BVD. Assim, faz-se necessério o
aprimoramento de técnicas diagndsticas que possam aliar uma boa sensibilidade e
especificidade diagnésticas e que, também, sejam répidas e de confianca, como, por
exemplo, a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) em tempo real, que utiliza uma sonda
especifica, quando usado o sistema Tagman, para detec¢do do fragmento alvo, sendo a
leitura do resultado feita por captacao da fluorescéncia.

Mas, antes da implementacdo da técnica, é pertinente que se analise — por meio de
um estudo de rentabilidade econémica - a relagdo custo-beneficio dessa nova técnica
diagnostica direta que, através da automagéo do processo diminui as porcentagens de erro
e agiliza a entrega de resultados, quando em comparagdo com a RT-PCR convencional, VN
e o isolamento viral. Além disso, um rebanho em que se identifica e elimina os animais PI
pelo novo método proposto e, portanto, se previne a doenca de maneira mais rapida, tem
vantagens reais no controle e disseminacdo da doenca em relacdo a rebanhos positivos e
sem controle. Esse procedimento, se estendido ao rebanho nacional, demonstra o grande
ganho econbmico que o pais pode ter se passar a utilizar a PCR em tempo real.

Quanto mais rapido o animal PI for identificado e eliminado, menores sdo as chances
de eles continuarem a conviver com outros sadios, aumentando o prejuizo dos produtores, e
as possibilidades de disseminacédo da doenca. A técnica, sendo mais agil, acelera também
0S processos que envolvem a exportacdo de produtos de origem animal, como sémen e
embrides.

Outro desafio no diagndéstico laboratorial é o fato do virus da Diarreia Viral Bovina
apresentar uma grande variabilidade antigénica. Isolados brasileiros revelaram a presenca
de pelo menos dois gendétipos: o BVDV-1 e o BVDV-2. Devido a essa variabilidade
antigénica, caracteristica dos Pestivirus, ha necessidade de vigilancia sistematica sobre
elas, capaz de auxiliar nas a¢cdes de controle da doenca e, principalmente, para assegurar
gue as formulacdes das vacinas utilizadas no Brasil contenham estirpes representativas das
gue ocorrem no campo, garantindo-se, entdo, a protecdo dos animais vacinados.

Portanto, é de grande importéncia a identificacdo e tipificagdo das estirpes virais
através de provas moleculares mais sensiveis, precisas e exatas, tanto para a vigilancia da
doenca quanto para selecionar e estudar essas estirpes com o objetivo de desenvolvimento

de vacinas mais efetivas e seguras.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Durante muitos anos foi dada uma grande énfase a Febre Aftosa que deixou outras
doencas viricas com escassez de informacdes e falta de reagentes apropriados ao
diagnostico (BOTTON et al., 1998). Mas com o controle da Febre Aftosa no Brasil,
chegando, alguns estados, ao “status” de area livre, outras enfermidades que acarretam
perdas econOmicas significativas, vém despertando interesse crescente de pecuaristas,
técnicos, pesquisadores, autoridades sanitarias e, sobretudo, de laboratérios produtores de
vacinas (FLORES et al., 2005).

Uma das doencas que merece atengdo especial € a Diarreia Viral Bovina, em inglés
denominada “Bovine Viral Diarrhea”, conhecida mundialmente pela sigla de BVD.

O virus causador dessa doenca é considerado como sendo um dos patdégenos mais
importantes de bovinos, pois é responsavel por perdas econémicas para a pecuaria bovina
em todo mundo (BAKER, 1995).

A infecgdo pelo BVDV estad associada a uma ampla variedade de manifestagfes
clinicas: desde infec¢des inaparentes, ou com sinais leves, até uma enfermidade aguda
fatal, o que dificulta a identificacdo rapida da doenca a campo, necessitando assim da
confirmacéo laboratorial. Esse foi 0 motivo pelo o qual os primeiros estudiosos da doenca
demoraram a suspeitar que muitas das sintomatologias clinicas observadas em diferentes
animais eram na realidade ocasionadas pelo mesmo agente etioldgico (CORREA,
CORREA, 1992).

2.1. HISTORICO

Em 1946 Olafson e colaboradores, nos Estados Unidos e Childs no Canada,
simultaneamente descreveram uma enfermidade diarreica que apresentava alta morbidade,
baixa mortalidade, de etiologia ndo definida, caracterizada por febre, diarreia, lesdes nas
mucosas e leucopenia. Essa leucopenia que era grave e observada nos animais afetados,
foi o que indicou que se tratava de enfermidade com etiologia viral, e assim foi denominada
de Diarreia Viral Bovina (RAMSEY, CHIVERS, 1953).

Mais tarde em 1953, Ramsey e Chivres descreveram uma doenca idéntica, mas
mais grave, onde se observou lesGes ulcerativas nas mucosas e diarreia com fezes
aguosas, por vezes sanguinolentas, que entdo foi chamada de Doenca das Mucosas (DM).

As lesdes do trato gastrointestinal verificadas na DM eram muito mais graves que aguelas
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observadas na BVD, e a DM afetava apenas alguns animais do rebanho, porém apresentou
indices mais elevados de casos fatais (RAMSEY, CHIVERS, 1953).

Em 1956, Pritchard e colaboradores descreveram uma “enfermidade das mucosas”
dos bovinos, no estado de Indiana — EUA e, como dito anteriormente, demorou até que
fosse suspeitado que todas essas manifestacdes clinicas eram ocasionadas pelo mesmo
agente (CORREA, CORREA, 1992).

Foi no final da década de 1960, através de estudos efetuados por Gillespie e
colaboradores que o0s agentes virais isolados de animais com a BVD e DM foram
considerados como sendo 0s mesmos, com pequenas alteracdes. Este agente etiologico
ficou entdo nomeado como Virus da Diarreia Viral Bovina/Doenca das mucosas (GOENS,
2002).

Ainda na década de 1960, foi demonstrado que o BVDV estava antigenicamente
relacionado com o virus da peste suina classica (CSFV — “Classical Swine Fever Virus”).
Mais tarde, evidéncias soroldgicas indicaram que o agente causador da doenca das
Fronteiras (BDV — “Border Disease Virus”) em ovinos também estava relacionado com o
BVDV e CSFV (PLANT et al., 1973). Em 1973 este grupo de viroses foi denominado de
Pestivirus (HORZINEK, 1973).

A investigacéo sobre a patogenia do complexo BVD/DM, depois que esse passou a
ser conhecido, levou a estudos com infec¢des experimentais, na década de 1960 e 1970,
gue eram realizados, na maioria das vezes, em vacas prenhes e bezerros. Nessa ocasido,
abortos e disturbios teratogénicos foram encontrados e associados a infec¢des intrauterinas
com o BVDV (MALMQUIST, 1968).

Essas infec¢cbes experimentais levaram, também, a descoberta de que bezerros
infectados ainda no Utero nasciam fracos e frequentemente ndo sobreviviam mais do que
alguns meses, apresentando sintomatologia crénica, que ja era conhecida como DM. Esses
bezerros foram entdo identificados como persistentemente infectados com o BVDV.
Achavam que esses animais Pl tinham uma deficiéncia imunolégica que ndo os faziam
produzir anticorpos detectaveis contra o virus (JOHNSON & MUSCOPLAT, 1973). Mas logo
entenderam que a imunodeficiéncia estava s6 relacionada com o BVDV, uma vez que 0s
mesmos animais foram capazes de produzir anticorpos para outros agentes infecciosos, tais
como a o virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina, Parainfluenza 3 e a Pasteurella
hemolytica (McCLURKIN et al., 1984).

No Brasil, o primeiro relato, feito no final da década de 60 por Corréa e
colaboradores (1968), foi uma descricdo de doenca gastroentérica, com aspectos clinicos e
patolégicos compativeis com a forma classica da infeccédo, a Doenca das Mucosas, embora
0 virus nao tenha sido isolado, nem tédo pouco estudos sorolégicos tenham sido realizados.

O primeiro estudo sorolégico que evidenciou a presenca de anticorpos anti-BVDV em
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rebanhos brasileiros foi publicado em 1972, no estado do Rio Grande do Sul, onde foram
detectados 39% de animais soropositivos em 229 soros examinados (WIZIGMANN et al.,
1971). Mas o primeiro isolamento do virus, a partir de soro de bezerro utilizado em cultura
celular foi feito por Vidor em 1974.

Ja na década de 1990 o virus foi considerado como amplamente disseminado pelo
rebanho brasileiro, com 47,7% de ocorréncia quando realizada pesquisa sorologica de
amostras (PITUCO, DEL FAVA, 1998).

Em 2001, a Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE) adicionou a BVD a sua lista
de doencas, tanto devido a sua propagacdo em nivel internacional, como a sua importancia
para o comércio de animais. Sendo assim um forte sinal que a BVD estava se tornando uma
prioridade internacional (LINDBERG et al., 2006).

2.2. AGENTE ETIOLOGICO

O virus da Diarreia Viral Bovina/Doenca das Mucosas, em inglés denominado
“Bovine Viral Diarrhea/Mucosal Disease”, € um agente infeccioso de distribuicdo mundial,
classificado na familia Flaviviridae, e incluido, juntamente com os virus da Peste Suina
Classica (CSFV) e o virus da Doenca das Fronteiras (BDV) dos ovinos, no género Pestivirus
(ICTV, 2012).

A familia Flaviviridae abriga varios virus de importancia em salde humana e animal.
E dividida em trés géneros: Flavivirus, Hepacivirus e Pestivirus. Entre os Flavivirus esto o
virus da Febre Amarela (YFV — “Yellow Fever Virus”) e o virus da Dengue, e o Hepacivirus
tem como Unico membro o virus da Hepatite C (HCV — “Hepatitis C Virus”), patégeno
exclusivo de humanos (RIDPATH & FLORES, 2007).

Os pestivirus foram originalmente classificados nas espécies BVD, CSFV e BDV com
base nos animais hospedeiros originarios. Porém esta classificagdo mostrou-se
problematica, pois alguns pestivirus ndo estao restritos somente a uma Unica espécie
hospedeira (RIDPATH, 2005). Por exemplo, o BVDV ja foi isolado de animais domésticos,
como bovinos, ovinos, suinos, caprinos, e em animais selvagens (EVERMANN,
BARRINGTON, 2005; GROOMS et al., 2006).

O BVDV € um virus pequeno, com particula esférica de 40 a 60 nanémetros de
didmetro e possui um envoltério lipoproteico derivado das membranas das células
hospedeiras infectadas. O nucleocapsideo, de simetria icosaédrica, tem como genoma uma

fita Unica de RNA linear, de polaridade positiva, de aproximadamente 12,3 Kb de
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comprimento, com predisposicdo a altas taxas de mutacdo, devido a presenca de regides
hipervariaveis na glicoproteina E2 do virus (RIDPATH & FLORES, 2007), (figura 1).

Proteinas do capsideo

Genoma RNA

Figura 1 - llustracéo esquemética de uma particula da familia Flaviviridae com os seus
componentes (RIDPATH & FLORES, 2007)

2.3. GENOMA DO BVDV

A organizagdo deste genoma consiste em uma longa fita aberta de leitura (Open
Reading Frame - ORF), com cerca de 4000 cédons, contornada por duas regibes nao
traduzidas, 5’UTR (360-390 bases) e 3'UTR (200-240 bases) (RIDPATH, 2005), como
mostra figura 2. A ORF é traduzida em uma Unica poliproteina, que é clivada pelas
proteases virais e celulares, dando origem a 11 e 12 polipeptideos estruturais e nao

estruturais (CHASE et al., 2004, RIDPATH, 2005), descritas nos quadros 1 e 2:

NS Structural Proteins Nonstructural Proteins (NS)

S'UTR 3'UTR

| 1

Figura 2 - Esquema do genoma do virus da Diarreia Viral Bovina (http://www.bvd-
info.ch/images/stories/bvd/vet/genome.jpg)

cp | N=
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Quadro 1 - Descricao de proteinas estruturais do virus da Diarreia Viral Bovina.

Proteinas L
Estruturais Descrigao
C Proteina do capsideo — forma a nucleocapside
Erns Glicoproteina do envelope — induz a producao de anticorpos
El Glicoproteina do envelope
= Glicoproteina do envelope — possui epitopos e € indutora de anticorpos
neutralizantes
p7 Funcao desconhecida — necesséria para produzir virus infeccioso

Fonte: CHASE et al., 2004, RIDPATH, 2005

Quadro 2 - Descricao de proteinas ndo-estruturais do virus da Diarreia Viral Bovina

Proteinas Nao —

Estruturais Descrigao
NPre Autoprotedlise
NS23 (NCP) Anticorpos contra NS23 tem reagéo cruzada com outros Pestivirus
NS3 (CP) Proteina que causa a citopatologia em células
NS2 (CP) Aparece no bidtipo citopatogénico
NS4A Cofator da serina protease
NS4B Componente da replicase
NS5A Componente da replicase
NS5B Atividade RNA Polimerase

CP = Citopatogéncia
NCP = Nao citopatogénica

Fonte: CHASE et al., 2004, RIDPATH, 2005

A regido 5" UTR, a mais conservada dos Pestivirus, é grande (360-390 nucleotideos)
em comparagdo ao genoma completo (12.3-12.7 Kb) (PELLERIN et al., 1994). De acordo
com a capacidade de produzir citopatologia em cultivo celular, O BVDV pode ser
classificado em bi6tipo citopatogénico (CP — NS2 e NS3) isolados quase que
exclusivamente de animais acometidos pela Doenca das Mucosas e outro, nao
citopatogénico (NCP — NS23), que representam a grande maioria dos virus isolados do
campo (BAKER, 1995) (figura 2, quadro 1 e 2).

A alta frequéncia de mutacdes, a propensdo a recombinagcdo e a presséo seletiva

pela resposta imune, estimulada por infec¢cdes naturais ou por vacinagdo, tem levado ao
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surgimento de uma grande variedade de variantes genéticas e antigénicas do BVDV. Os
epitopes neutralizantes da glicoproteina E2 sdo um dos locais primarios onde ocorrem
variagdes por mutagédo (BROCK et al., 2006).

Essas variacdes permitem classifica-los em dois genotipos: BVDV-1, associado as
formas classicas da diarreia viral bovina/doenga das mucosas e que representam a maioria
dos virus vacinais e das estirpes referéncia, e BVDV-2 que foram inicialmente identificados
em surtos de BVD aguda severa e doenga hemorragica na América do Norte (PELLERIN et
al., 1994). H4 também uma subclassificacdo de amostras do BVDV-1 em 11 subgendtipos,
de ‘a’ até ‘k’ (VILCEK et.al.,, 2004) e do BVDV-2 em pelo menos 2 subgrupos, a € b
(PELLERIN et al.,, 1994; RIDPATH et al.,, 2000; TAJIMA & DUBOVI, 2005), porém a
relevancia clinica e epidemiolégica dessas subdivisbes ainda nao estdo esclarecida
(RIDPATH & FLORES, 2007).

No Brasil, Gil (1998) através da analise filogenética de 21 isolados brasileiros,
revelou que 17 pertenciam ao gendétipo BVDV-1 e quatro ao BVDV-2. Além disso, um estudo
filogenético complementar, pela andlise de uma sequéncia do gene da proteina nédo-
estrutural NS3, revelou que os BVDV-2 brasileiros sdo distintos dos norte-americanos e
europeus, constituindo um subgenétipo a parte, denominado provisoriamente de BVDV-2b
(FLORES et al.,, 2002). Cortez et al., em 2006, verificaram 11 isolados brasileiros
pertencentes ao BVDV-1, sendo oito do subgendétipo la e trés ao 1b, e seis isolados de
BVDV-2, dos quais dois de BVDV-2a e quatro de BVDV-2b.

Os dois gendtipos podem ser diferenciados através de anticorpos monoclonais
dirigidos contra as proteinas virais E2 e E™ ou por analise genética (OIE, 2008). Todos 0s
pestivirus sdo antigenicamente relacionados embora a reatividade sorolégica cruzada entre
as espécies, por exemplo entre BVDV-1 e BVDV-2, seja baixa, e isto apresenta implicacdes
importantes para o diagnéstico e eficacia de vacinas (RIDPATH & FLORES, 2007).

Além das trés espécies reconhecidas de pestivirus, tem sido proposta quatro
espécies adicionais, que ainda aguardam uma classificacéo definitiva e que incluem o virus
Giraffe, associado a um surto semelhante a Doenca das Mucosas em girafas; virus
Pronghorn, isolado de um antilope Pronghorn nos Estados Unidos; virus Bungowannah,
detectado em suinos, ap6s um surto de natimortos na Australia, e um grupo conhecido
como HoBi-like, BVDV-3 ou pestivirus atipico (figura 3) (BAUERMANN et al., 2013).
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Figura 3 - Arvore filogenética do género pestivirus, representando as espécies oficiais
e as atipicas (“HoBi-like”, Giraffe, Pronghorn e Bungowannah), marcadas com uma
bola ao lado do nome (BAUERMANN et al., 2013)

O primeiro relato deste pestivirus atipico foi em 2004, isolado na Alemanha como
contaminante de um soro fetal bovino (SFB) proveniente do Brasil, e chamado na ocasido
de 'Hobi'_D32/00. Este foi o primeiro de varios relatérios descritos, e esse grupo de viroses
ficou conhecido como “HoBi-like” virus devido ao nome dado ao primeiro isolado
(SCHIRRMEIER et al., 2004).

A origem do “HoBi-like” virus é desconhecida, mas uma hipétese é que o virus se
originou na América do Sul e foi introduzido em outros paises e continentes por meio de
produtos bioldgicos contaminados que foram comercializados, tais como vacinas e SFB
(STAHL et al., 2007).

Devido as diferencas nas propriedades genéticas e antigénicas desse pestivirus
atipico para os descritos anteriormente, ele foi proposto como um representante de uma
possivel nova espécie. Alguns autores referem-se a este virus como BVDV-3 devido a
semelhanga da sintomatologia clinica apresentada pelos animais apés a infecgdo com
BVDV e “HoBi-like” virus. Porém existe uma resisténcia em declarar o “HoBi-like” como uma
terceira espécie de BVD pois estes virus sdo geneticamente distantes do BVDV-1 e BVDV-
2, além de o diagnostico e as vacinas usadas para o controle da BVDV-1 e 2 serem menos
eficazes para este novo grupo (BAUERMANN et al., 2013).

Stalder e colaboradores (2005) também descreveram o virus “HoBi-like”, isolado a

partir de cultura de células contaminadas (provavelmente a partir de um lote de SFB
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produzido na América do Sul) e a partir de um bufalo do Brasil; Cortez et al. (2006) detectou
"HoBi-like” em fetos bovinos abortados também no Brasil; Stahl et al. (2007) detectou um
virus relacionado com o atipico, no soro de um bezerro na Tailandia, e Kampa et al. (2008)
também descreveram evidéncias do “HoBi-like” em rebanhos bovinos inseridos na Tailandia.

Embora sua origem seja desconhecida, através dos isolados, uma hipétese é que ele
seja mesmo origindrio da América do Sul e foi introduzido a outros paises como
contaminantes de produtos biolégicos, como SFB e vacinas. Dados nao publicados indicam
gque mais de 30% dos lotes de SFB provenientes da América do Sul, testados na Europa,
estdo contaminados com o virus HoBi-like o que sugere que esse virus esta espalhando nas
populacbes de bovinos da América do Sul, especialmente em rebanhos no Brasil
(BAUERMANN et al., 2013).

2.4. CARACTERISTICAS DO VIRUS

O periodo de incubacdo da BVD € de aproximadamente 5 a 7 dias e a viremia &
detectada nas primeiras 24 horas apos a infec¢éo, podendo persistir por até 15 dias. Na
maioria das vezes, as infec¢bes nos bovinos ocorrem de forma inaparente ou pouco
caracteristica, com sinais de hipertermia transitéria e leucopenia. Estima-se que 70% a 90%
das infec¢des sdo assintomaticas (BAKER, 1995).

O BVDV ¢é facilmente inativado pelo calor, resistindo até uma hora a 56°C, mas pode
manter sua infectividade por 16 meses a — 40°C. Nao é estavel no ambiente, ficando viavel
apenas por 5 dias. Os virus do género pestivirus sédo estaveis a pH entre 5,7 a 9,3, ficando
instaveis acima ou abaixo destes valores, ao contrario dos demais virus da familia
Flaviviridae. Sao rapidamente inativados por solventes orgéanicos (éter e cloroférmio),
detergentes e desinfetantes comuns, como fendis e clorexidine (MOENNIG, 1990;
GROOMS et al., 2006).

2.5. TRANSMISSAO

Os animais infectados eliminam o virus pelas mucosas nasais, oculares e bucal,
assim como pelas fezes (SCHUCH, 2006), e o BVDV também ja foi isolado de fluidos
uterinos e leite. Assim o contato direto de individuos susceptiveis com um animal Pl e/ou

seus fluidos corporais € o modo mais eficiente de transmissdo do virus em condicbes
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naturais, que também ocorre pelo contato direto com portadores de infeccdo aguda, apesar
da quantidade de virus ser consideravelmente menor e o periodo de eliminagdo mais
limitado em comparagé&o aos persistentemente infectados (GROOMS et al., 2006; SCHUCH,
2006).

O modo de infeccdo mais comum ocorre por meio da ingestdo ou da inalacdo do
virus. Os aerossois que infectam a mucosa nasal encontram-se suspensos no ar e podem
manter infecciosidade em distancias curtas, entre 1,5 metros a 10 metros de distancia
(EVERMANN, BARRINGTON, 2005; GROOMS et al., 2006).

A transmissao horizontal também pode ocorrer através de sémen colhido de touros
Pl ou agudamente infectados pelo BVDV (FLORES et al., 2005; GROOMS, 2006;
THURMOND, 2005).

Além disso, o homem pode contribuir para disseminagcdo do virus, por meio de
instrumentos de trabalho, inseminag&o artificial, transferéncia de embrides, premunicdo
contra Babesiose e Anaplasmose e vacinas contaminadas com o BVDV (MOENNIG,
PLAGEMANN, 1992) além da possibilidade de transmisséo indireta por meio de insetos
hematofagos.

Também ocorre a transmissao vertical, por via uterina, quando a fémea prenhe néo
possui anticorpos contra o BVDV e entra em contato com o virus, ocorrendo dessa maneira
a infeccdo transplacentéaria do feto (GROOMS et al., 2006).

A velocidade de transmisséo do BVDV dentro dos rebanhos depende da prevaléncia
de animais PI; da existéncia de areas com alta densidade de animais; e da viruléncia das
estirpes virais (HOUE, 1999; THURMOND, 2005). A introdu¢&o ou 0 nhascimento de animais
Pl dentro de um rebanho pode resultar na rapida disseminacéo do virus entre a maioria dos
bovinos susceptiveis em menos de seis meses. Mas se a fonte do virus for apenas bovinos
com infec¢do aguda, a disseminac¢do do BVDV no rebanho é mais lenta (GROOMS et al.,
2006).

Além disso, a exposi¢cdo a outros bovinos pela cerca entre vizinhos, pelos pastos
comunitarios ou por feiras e exposi¢cbes, podem ser importantes vias de transmissdo de
rebanho para rebanho (HOUE, 1999; THURMOND, 2005).

2.6. EPIDEMIOLOGIA

O BVDV tem distribuicdo mundial e a frequéncia de animais portadores de anticorpos
chega a atingir 70 a 80%, e de rebanhos na América do Norte e em alguns paises europeus
até 80% (FLORES et al., 2005).
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Além da América do Norte, o BVDV ja foi relatado em paises como o Reino Unido,
Escocia, Noruega, Dinamarca, Suécia, Alemanha, Austria, Itdlia, Suica, Franca, Espanha,
Portugal, Brasil, Cuba, Uruguai, Chile, Jordania, Nova Zelandia, Grécia, Bélgica, entre
outros (GROOMS et al., 2006; BILLINIS et al., 2005; LETELLIER et al., 2005).

E um agente infeccioso cuja disseminacdo na popula¢do bovina do Brasil foi
comprovada por meio de isolamentos e inquéritos sorologicos (PITUCO et al.,, 1997;
FLORES et al., 2005). Varios relatos clinico-patologicos e sorolégicos tém demonstrado a
presenca da infeccdo desde o final dos anos 60. No entanto, os primeiros estudos
sorolégicos da infeccdo no pais datam do inicio da década de 70, no Rio Grande do Sul
(WIZIGMANN et al. 1971). Desde entdo, diversos estudos tém sido realizados em varias
regibes, demonstrando a ampla distribuicdo da infecgdo no rebanho bovino brasileiro, cerca
de 70% de animais sororeagentes (QUINCOZES, 2005).

O quadro 3 tem informagfes de estudos realizados no Brasil, e foi adaptado de
FLORES e colaboradores (2005).

Quadro 3 - Estudos sorolégicos da infeccado pelo virus da Diarreia Viral Bovina
realizados no Brasil (1971-2004).

Local Ano Técnica n Positivos Procedéncia Referéncia

(estado)

MG 1997 SN 287 61,47% Bovinos de matadouros Figueiredo et al., 1997
Amostras de varios estados: MG (65%),
Varios 1999 ELISA 2.448 Ao lado MS (84%), PR (67%), SP (78%), RS Richtzeinhain 1999
(73%), RJ (71%)

SE 1997 SN 102 64,7% Bovinos de matadouros Melo et al., 1997
RS 1998 ELISA 430 56% Bovinos de corte - 19 propriedades (RS) Canal et al., 1998

Amostras de 81 rebanhos de corte e leite o
PR 2000 SN 937 73,47% . Médici et al., 2000
em 74 municipios do PR

Bovinos de 1 a 4 anos de diferentes
BA 2001 SN 220 56% ) Noronha et al., 2001
regides da BA

. 1999- Amostras de varios estados, testadas no )
Varios SN 17.090 51,34% Pituco 2004
2004 LVB/IBSP
Fémeas-bovinas (ndo vacinadas) de
ELISA/S 35,2%; ( )
GO 2002 452 rebanhos leiteiros com problemas Brito et al, 2002
N 34,5% )
reprodutivos

Fémeas bovinas com mais de 24 meses .
GO 2003 SN 3.533 64% . . Alfaia et al., 2004
de idade, estado de Goias

Fonte: FLORES et al., 2005
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2.7. PATOGENIA

O virus penetra no organismo pelas vias digestivas e aerdégenas ou através de
mucosas do aparelho reprodutor (LIEBERMAN, 1988). O epitélio do trato respiratério
superior — porta de entrada preferencial do virus -, orofaringe e o tecido linféide regional
parecem ser 0s sitios primarios de replicacao apdés a infecgéo pela via oro-nasal, (RIDPATH,
FLORES, 2007). Por isso as lesdes ocorrem primariamente no trato gastrointestinal, no
sistema linfatico e no trato respiratorio superior (HIRSH & ZEE, 2003)

A replicacdo do genoma e a producdo da progénie viral ocorrem inteiramente no
citoplasma da célula hospedeira. A penetracdo dos virions nas células ocorre por
endocitose, apos a interacao entre proteinas do envelope viral e receptores da membrana
plasmatica. Acontece entdo a fusdo do envelope com a membrana endossomal, o capsideo
dissocia-se, e 0 genoma é liberado no citoplasma. A replicagdo do genoma envolve a
sintese de uma nova molécula de RNA que posteriormente sera encapsidado e as novas
particulas virais aparecem em vacuolos no citoplasma. Sua liberagdo ocorre pela fusdo
dessas vesiculas com a membrana plasmatica (BROWNLIE, 1990; RIDPATH, 2005). O pico
méximo de liberag@o dos virions ocorre entre 12 e 42 horas apos a infecgdo. Cada célula é
capaz de produzir de 100 a 1.000 novos virions, e as primeiras particulas sao liberadas 10
horas apos a infecgéo celular (DENG, BROCK, 1993).

Com a infecgdo, o epitélio escamoso do trato digestdrio superior apresenta Ulceras
réseas bem demarcadas que ocorrem no pulvino dental, no palato, nas superficies ventral e
lateral da lingua, nas gengivas dos dentes incisivos, na superficie mucosa das gengivas, no
focinho e nas porgdes rostrais das narinas. Ulceras semelhantes ocorrem, embora menos
frequente, na faringe (CARLTON & MCGAVIN, 1998).

No esbfago, Ulceras pequenas e irregulares frequentemente se unem para formar
Ulceras lineares (CARLTON & MCGAVIN, 1998). O abomaso se apresenta inflamado e
edematoso (HIRSH & ZEE, 2003). O intestino delgado tem a mucosa hiperémica, salpicada
por petéquias e conteldo liquido, misturado a estrias de muco e células epiteliais
descamadas (CARLTON & MCGAVIN, 1998).

Depressao linféide ou lesbes das células imunucompetentes é freqientemente
observada. Linfonodos do trato gastrointestinal podem estar aumentados (HIRSH & ZEE,
2003).

Em bezerros infectados por via congénita, pode-se observar hiperplasia cerebelar,
catarata, degeneracao e hipoplasia da retina e neurite de nervos épticos. Imunocomplexos
constituidos de BVD, anticorpos antivirais e complemento podem ser encontrados no
glomérulo renal dos bovinos doentes (HIRSH & ZEE, 2003).
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2.8. SINAIS CLINICOS

As consequéncias e severidade da infeccdo aguda pelo BVDV dependem de uma
série de fatores que incluem a cepa viral (e o bi6tipo), a condicdo imunoldgica e reprodutiva
do animal e a ocorréncia de infec¢Bes secundérias (RIDPATH, FLORES, 2007).

Desde sua descoberta, uma grande variedade de manifestacdes clinicas foram
associadas com a infecgdo por este agente. Essas manifestacbes podem ser agrupadas em
trés formas principais: doenca aguda leve (gastrentérica e respiratoria), doenca aguda
severa (gastrentérica, respiratoria e hemorrdgica) e doenca das mucosas (RIDPATH,
FLORES, 2007).

Estima-se que 70 a 90% das infec¢des pelo BVDV em animais imunocompetentes e
soronegativos ocorram sem manifesta¢des clinicas (EVERMANN, BARRINGTON, 2005).
Muitos animais infectados pelo BVDV apresentam infec¢cdes subclinicas que apenas
provocam febre ligeira (passando despercebida), leucopenia por linfopenia e
desenvolvimento de anticorpos neutralizantes. As infecgBes subclinicas explicam os titulos
de soroneutralizagdo positiva para BVDV encontrados na maioria dos bovinos néo
vacinados (GROOMS et al., 2006). Em vacas de leite, a diminuicdo da produgéo leiteira tem
sido associada com infec¢Bes subclinicas (EVERMANN, BARRINGTON, 2005).

A infeccdo aguda leve pelo BVDV é frequentemente definida pelas manifestacdes
clinicas que ocorrem em bovinos imunocompetentes que nao sao Pl (LIEBLER-TENORIO,
2005). Os animais aqui apresentam inapeténcia, depressdo, febre, diarréia ligeira,
leucopenia transitoria. Contudo, a duragéo dos sinais clinicos é variavel e depende do tempo
de viremia, viruléncia do virus infectante e presenca de infec¢des secundarias (RADOSTITS
et al., 2000) A doenca é autolimitante e transitoria, leve ou por vezes inaparente, com alta
morbidade (30 a 90%) e mortalidade muito baixa ou ausente (FLORES et al., 2005; OIE,
2008)

Em infeccdo aguda severa observa-se 0s ganglios linfaticos aumentados de
tamanho, erosbes e ulceracbes do trato gastrointestinal, hemorragias petequiais na
superficies serosa das visceras. Nesta forma a pneumonia devera ser o quadro clinico mais
observado (RADOSTITS et al., 2000). Em infeccdes desse tipo podem ocorrer a sindrome
hemorragica, caracterizado por uma trombocitopenia marcada, diarreia sanguinolenta,
hemorragias nas superficies mucosas da boca e vulva, hifema, pirexia (41-42°C),
desidratacdo, leucopenia e morte (GROOMS et al., 2006). No inicio acreditava-se que o
BVDV 2 era 0 mais patogénico e causador da sindrome hemorragica, no entanto hoje sabe-

se que ambos causam infec¢des agudas severas (HOUE, 2003). Além de bovinos jovens,
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onde apresenta alta mortalidade, pode afetar bovinos adultos (FLORES et al., 2005; OIE,
2008).

Mas as maiores consequéncias da infeccéo pelo BVDV parecem estar relacionadas
com as perdas reprodutivas (RIDPATH, FLORES, 2007). Em muitos rebanhos onde a
infeccdo é endémica, falhas reprodutivas representam os sinais mais evidentes - e por
vezes 0s Unicos — da presenca da infecgdo (BAKER, 1995). Geralmente ocorre diminui¢cao
da taxa de concepcgao e repeticdo de cio (LIEBLER-TENORIO, 2005). Em novilhas e vacas,
infeccbes agudas com BVDV podem ocasionar ovarites, o que resulta em infertilidade
temporaria desses animais (ROBERT et al., 2004).

Apbs infeccdo das fémeas prenhes, o BVDV é capaz de atravessar a placenta e
infectar o feto (FLORES et al., 2005; KAHN, 2007). Mas as consequéncias da infeccao fetal
sdo determinadas pela fase da gestacdo em que a fémea € infectada, bidtipo (CP/NCP) e
pela estirpe do virus (FLORES et al., 2005; LIEBLER-TENORIO, 2005).

Quando ocorre primo infec¢éo por BVDV em novilhas logo apés inseminagéo artificial
ou monta natural, diminuem as taxas de concepc¢do por uma dificuldade de fixacdo do
embrido ao utero, ou mesmo que essa fixagdo ocorra pode haver morte embrionaria e perda
precoce de gestacdo, sendo o embrido reabsorvido (EVERMANN, BARRINGTON, 2005).

Se a infeccao ocorrer em fémea gestante ndo imune, o virus tem a capacidade de
atravessar a barreira transplacentaria e invadir o feto, e dependendo do seu estadio de
desenvolvimento pode ocorrer reabsor¢cdo embrionaria, atraso no crescimento fetal, morte
fetal, abortos, defeitos congénitos como ma formagdo no sistema nervoso central,
deficiéncias oculares, ou entdo o nascimento bezerros infectados para toda a vida e sem
manifestacdes clinicas, chamados Pl (ANDREWS et al.,, 2004; FULTON et al., 2003;
GROOMS et al., 2006, LIEBLER-TENORIO, 2005).

Mas se a infeccdo ocorrer no Ultimo terco de gestacédo (apdés os 150 dias), pode
haver resposta imunoldgica e eliminagdo do virus pelo feto (BROCK, 2004; OIE, 2008). O
animal nasce portador de anticorpos, mas livre do virus. Abortamentos podem ocorrer em
gualquer fase da gestagcdo apesar destes serem mais comuns no primeiro trimestre de
gestacdo (GROOMS et al., 2006; LIEBLER-TENORIO, 2005).

2.9. ANIMAIS PERSISTENTEMENTE INFECTADOS (PI)

A infeccdo de vacas prenhes com uma cepa ndo citopatogénica antes do
amadurecimento do sistema imune do feto, entre 45 a 125 dias de gestacdo, pode resultar

em nascimento de bezerros Pl. O feto nesse periodo ndo desenvolve anticorpos contra o
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virus, reconhecendo-o como préprio do seu organismo. Os bezerros que assim nascem
podem parecer clinicamente saudaveis, no entanto s&o virémicos e eliminam o virus
constantemente e em grandes quantidades em secre¢bes e excrecdes (DEREGT,
LOEWEN, 1995; FLORES, 2003; KAHN, 2007). Por isso sdo considerados os grandes
disseminadores da doenga.

Os animais Pl tem maior probabilidade de contrairem outras doencas, por isso tem
menor tempo de vida, sendo que é frequente a morte antes dos 2 anos de idade. Além disso
podem desenvolver a doenca das mucosas se forem infectados simultaneamente por cepa
citopatogénica homdloga (FLORES et al.,, 2005; KAHN, 2007). Observa-se uma taxa de
mortalidade de 50% nos 12 primeiros meses de vida e acredita-se que menos de 10% das
novilhas PI atingem a fase reprodutiva (GROOMS et al., 2006, LIEBLER-TENORIO, 2005).

A doenca das mucosas é uma enfermidade gastroentérica fatal, e desencadeada
guando um animal Pl (portador de um BVDV-NCP) sofre infecgdo concomitante com BVDV-
CP antigenicamente semelhante. O BVDV-CP que determina o desenvolvimento da DM
geralmente se origina do BVDV-NCP do proprio animal por mutagdes, portanto nos animais,
que desenvolvem a DM, os dois virus (NCP e CP) estdo presentes (RIDPATH, FLORES,
2007). A DM afeta animais entre 0os 6 meses e 0s 2 anos de idade, possui baixa morbidade
e mortalidade préoxima dos 100% (ANDREWS et al., 2004; FLORES et al., 2005).

Estudos mostram que a prevaléncia dos bovinos Pl esteja compreendida entre 0,5%
e 2% da populacdo geral de bovinos (FLORES et al., 2005; GROOMS et al., 2006; HOUE,
1999; OIE, 2008).

2.10. DIAGNOSTICO

A ampla variedade de sinais clinicos, ndo patognoménicos, que estdo presente
também em outras doencas infecciosas e parasitarias, dificulta o diagndstico definitivo da
BVD (SANDVIK, 1999).

Portanto, o diagndstico de BVD baseia-se na verificagcdo de resposta imunoldgica do
hospedeiro a infeccdo ou na deteccdo do virus ou dos componentes virais. Assim 0S
métodos sdo classificados em indiretos, quando pesquisa-se anticorpos contra o virus, e
diretos quando a deteccdo € do virus, antigenos ou acidos nucléicos virais (RIDPATH,
FLORES, 2007).

O diagnéstico indireto realizado para BVDV geralmente é feito pela técnica de
virusneutralizacdo (VN) ou ELISA “(enzyme-linked immunosorbent assay”) indireto. Mas

animais infectados de forma aguda, soroconvertem em 14-20 dias ap6s a deteccao inicial,
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assim sao necessdrias amostras pareadas para confirmar infec¢cdo recente (SCHUCH,
2006).

A VN tem como desvantagem ser trabalhosa, requer a manutencdo de linhagens
celulares e maior tempo para a obtencdo dos resultados. Um problema que existe em
relacdo a essa técnica € que, sem padrfes estabelecidos, existe uma grande variacao nos
resultados de diferentes laboratorios, pois tudo depende da linhagem celular e estirpe viral,
usadas para a detec¢do dos anticorpos contra o virus (DUBOVI, 2013). Ja o ELISA indireto
€ realizado utilizando-se kits comerciais, que por serem importados no Brasil sdo de alto
custo.

Como diagndstico direto, pode ser utilizado o isolamento viral em cultura de células,
porém esse método é demorado (cerca de 30 dias), necessita de estrutura de cultivo celular
tornando o processo laborioso e de alto custo, além do que ele deve ser seguido pela
identificacdo do virus por métodos como imunofluorescéncia, imunoperoxidase, ensaios
imunoenziméticos (ELISA) e a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), ja que alguns
biétipos do virus ndo produzem efeito citopatogénico em camadas celulares. Além disso,
estudos demonstram que o resultado do isolamento depende da linhagem celular utilizada,
gerando impacto na capacidade de detectar o virus infeccioso (DUBOVI, 2013).

O ELISA direto, que identifica uma proteina viral, apresenta como vantagem a
possibilidade de conclusdo dos resultados em poucas horas, mas a dependéncia de kits
comerciais importados gera problemas relacionados ao custo e disponibilidade do produto
em tempo (PILZ et al., 2005). A chave para 0 sucesso desse teste € uma amostra clinica
gue tenha quantidade suficiente de antigeno presente para gerar um sinal positivo, e
também o teste deve identificar uma regido alvo do virus que seja conservada o suficiente
para ser encontrada na maioria das estirpes virais circulantes, além disso o antigeno alvo
deve ter regido altamente conservada, que seja encontrada em todas as estirpes virais
(DUBOVI, 2013). Duas proteinas do BVDV foram identificadas como regides alvo potenciais,
a NS3 e a E™. A proteina NS3 é altamente conservada entre todas as estirpes de BVDV,
mas sua concentracdo pode ser baixa fora de células infectadas. J4& a E™ é altamente
conservada também e um anticorpo monoclonal existente reconhece todas as estirpes
testadas até o momento. As amostras de eleicdo sdo o soro e biopsia de pele do animal
(DUBOVI, 2013). A desvantagem do teste € que como ele depende do antigeno ser
capturado por um anticorpo monoclonal especifico, anticorpos policlonais contra o virus que
estdo na amostra teste podem bloquear a deteccdo do antigeno. A possibilidade de falsos
negativos deve ser sempre motivo de preocupagdo (DUBOVI, 2013).

Métodos de diagnéstico molecular, incluindo a PCR e mais recentemente a PCR em
tempo real estdo sendo universalmente adotados para o diagnéstico etioldgico de diversas

viroses animais, pois apresentam como vantagem a rapidez na obtencdo dos resultados,
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detecta tanto particulas infecciosas quanto nao infecciosas e, quando devidamente

padronizadas, sdo muito especificas e sensiveis (TAKIUCHI et al.,2005).

2.10.1 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

A reagdo em cadeia pela polimerase (em inglés Polymerase Chain Reaction — PCR)
€ um método enzimético para amplificacdo in vitro, em escala emperimetal, de sequéncias
de DNA. Para que a reacdo ocorra é necessaria uma molécula de DNA alvo, que serve
como molde da reacdo. A primeira etapa comeca com a desnaturagdo da dupla fita do DNA,
por rompimento das pontes de hidrogénio, realizada pelo aumento de temperatura, mais ou
menos 94°C. Logo apds, pequenas moléculas com segmentos especificos do DNA, os
oligonucleotideos iniciadores, também conhecidos como primers, que sdo quimicamente
sintetizados e de cadeia simples, se ligam a sequéncia-alvo a ser amplificada, e essa é a
segunda etapa conhecida como hibridizacdo (“anelamento”). A terceira etapa ocorre com a
ajuda das enzimas polimerases, que fazem a extensdo da nova fita de DNA, pela
incorporacdo dos nucleotideos, até que se formam outras muitas copias idénticas as
originais (figura 4) (POWLEDGE, 2004).
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Figura 4 — Esquema das etapas da reacdo em cadeia pela polimerase (http://www.e-
escola.pt/topico.asp?hid=339)

Esse processo é repetido diversas vezes para multiplicagdo das coépias, até que ao
final havera milhares de copias do DNA original, uma vez que a replicacdo ocorre de

maneira exponencial, como demostrado na figura 5 (POWLEDGE, 2004):
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Figura 5 — Esquema da sintese de cépias de DNA, feitas através da PCR (http://lwww.e-
escola.pt/topico.asp?hid=339)

Quando a reagdo possui como molde inicial uma molécula de RNA, antes de todo o
processo citado acima, ocorre a transcricdo reversa (reverse transcription - RT), que
transforma o RNA em um DNA complementar (cDNA). Para isso E utilizada a enzima
transcriptase reversa, que é aquecida aproximadamente a 45°C, por 30 a 60 minutos. Apds
a producédo do cDNA, a PCR ocorre normalmente (VALASEK & REPA, 2005).

Uma das vantagens desse método é a possibilidade de escolha do gene do DNA que
se deseja amplificar, para isso basta que a sintese dos oligonucleotideos seja complementar
ao gene de interesse, e entdo a identificacdo serd exatamente da regido do genoma
escolhida.

Tradicionalmente a deteccdo do DNA amplificado é feita pela eletroforese em gel de
agarose, com coloragdo por intercalantes de DNA dupla fita, por exemplo, por brometo de
etidio ou gel red, que fard com que o acumulo das fitas de DNA “brilhem” quando expostas a
luz ultravioleta. Mas o grau de preciséo é limitado uma vez que a discriminagao é feita pelo
tamanho do fragmento em pares de base (pb) (KIDD et al., 2000).

Mais recentemente surgiu a PCR em tempo real, que consiste na mesma técnica da
PCR convencional, porém permite amplificacdo e deteccdo simultdneas de sequéncias de
acidos nucleicos. Nesse caso, a amplificacdo esta associada a compostos, chamados de
sondas, que emitem fluorescéncia no decorrer da reacdo, apds serem estimuladas com uma
fonte emissora de luz, tendo correlacdo direta com o numero de cOpias do gene-alvo
amplificados. A rapidez com que o sinal de fluorescéncia atinge um nivel de limiar esta
diretamente ligada com a quantidade do alvo presente na amostra, sendo, portanto, um
teste quantitativo (diferente da PCR convencional que € um teste qualitativo), e por isso,
também conhecido como PCR quantitativa (qPCR). Assim durante a amplificagdo um

programa de computador especifico (software) constr6i, em tempo real, um gréfico
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relacionando os ciclos de termociclagem com a intensidade de fluorescéncia emitida durante
a amplificacdo do DNA das amostras (VALASEK & REPA, 2005).

A gPCR, que possui mais de uma funcionalidade, tem como uma das opcdes de
resultado, a quantificacdo absoluta do virus, sendo que a carga viral € medida através do
numero de copias de RNA ou DNA existentes na amostra. Para esse calculo o software
utiliza uma curva padrdo como base para a comparacdo da amostra desconhecida, gerada
através de uma diluicdo seriada de RNA ou DNA molde. Quando a amostra original for um
RNA, a curva padrdo deve ser produzida a partir do produto do RNA transcrito in vitro e
gquando a amostra original for um DNA, a curva podera ser formada por um plasmideo de
DNA (CHEN et al., 2005 apud BOWERS & DHAR, 2011).

Os sistemas de deteccdo da fluorescéncia na gPCR podem ser separados em
sistemas especificos de deteccédo e ndo especificos (WHITCOMBE, et al., 1999). O sistema
nao especifico € composto por moléculas fluorescentes ligantes de DNA dupla fita (“minor
groove”). Nesse grupo esta o SYBR Green (MORRISON et al., 1998), que fluoresce quando
ligado a qualquer DNA de dupla fita, o que indica que ele conseguira se ligar a amostras
diversas, ndo sendo necessariamente 0 seu gene de interesse. Por isso este sistema é
menos especifico, mas € mais barato e ndo sofre com variagdes da amostra (KOMURIAN-
PRADEL et al., 2001). A desvantagem € que podem ocorrer ligacdes desse fluor6foro com
amplificacdes ndo especificas do produto, como, por exemplo, ligacbes entre os primers,
ocasionando resultados falso-positivos (HALFORD, 1999). Esse problema pode ser
verificado com a andlise que o software do programa faz da curva de “melting”, ou curva de
dissociacdo. Nesse caso é determinado o ponto correspondente a temperatura de
dissociacédo dos primers de suas sequéncias-alvo, verificando através dessa temperatura se
houve a formacdo de um Unico produto ou se produtos inespecificos também foram
formados. Um unico pico na curva de “melting” sugere a existéncia de um Unico produto,
porém se for observado a existéncia de varios picos na curva, pode-se considerar a hip6tese
de formagédo de produtos inespecificos na reagcdo (NASCIMENTO et al., 2012), embora para
que a especificidade seja confirmada deve ser feito 0 sequenciamento do produto.

Ja no sistema TagMan, séo usadas sondas lineares de hidrélise, e no decorrer da
reacdo ocorre uma hibridizacdo da sonda fluorescente na regido complementar alvo do
DNA. A sonda possui um fluoréforo ligado na extremidade 57, também conhecido por
reporter (R), o qual € responsavel pela emissdo da fluorescéncia, e um composto
denominado quencher (Q) localizado no terminal 3" que impede a emisséo da fluorescéncia
do repédrter quando a sonda esta intacta. Durante a extensdo realizada pela enzima
polimerase, a partir do primer senso, ocorre clivagem da porcédo 5 da sonda (pela agdo 5

exonuclease da enzima) com consequente emissdo da fluorescéncia. Sendo esse o motivo
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da reacdo de amplificacao ser diretamente proporcional a fluorescéncia emitida (MACKAY et
al., 2002).

Vale ressaltar que a eficiéncia das reacbes de amplificacéo por RT-PCR e qRT-PCR
dependem de diversos fatores, tais como: o cuidado na pipetagen, a qualidade e integridade
das amostras (molde de RNA/cDNA e DNA), desenho dos primers, desenho das sondas
(quando o sistema utilizado for a TagMan), condi¢cbes de termociclagem (temperatura de
desnaturacgéo, anelamento dos primers), qualidade e quantidade dos reagentes e também o
tamanho do produto a ser amplificado. Condi¢des especificas para cada experimento devem
ser padronizadas (NASCIMENTO et al., 2012).

A gPCR tem sido muito utilizada nos ultimos anos por ser um teste rapido e de alta
sensibilidade, pois possibilita a detec¢cdo de sequéncias genbmicas mesmo em amostras
Nnos quais 0s microorganismos encontram-se em titulos muito baixos, inativados ou mesmo
em amostras altamente diluidas (BHUDEVI, WEINSTOCK, 2003).

Mais vantagens dessa técnica estdo relacionadas com o fato de nao existir
manipulacdo pds-amplificacdo, ficando o processo com um “sistema fechado”, o que
diminui, embora ndo elimine, as chances de resultados falso-positivos e ou contaminagdes
cruzadas entre amostras (HIGUCHI, et al., 1993). Outra vantagem em relagdo a PCR
convencional é a eliminacdo do uso direto pelo operador de solu¢gdes mutagénicas como o
brometo de etidio (MACKAY et al., 2002).

2.11. TRATAMENTO

Nenhum tratamento especifico esta disponivel para animais que apresentem sinais
clinicos da infec¢cédo com o BVDV (RADOSTITS et al., 2000). Os objetivos do tratamento em
bovinos suspeitos de infeccdo aguda sdo de suporte, visando amenizar sinais como
desidratacao, febre, etc, e prevencdo de infeccdo secundaria (GROOMS et al., 2006). S&o
indicados antibidticos de largo espectro, fluidoterapia, eletrélitos suplementares e vitaminas
(KAHN, 2007). Aos bovinos com evidéncias clinicas de hemorragia devido a trombocitpenia
podem-se efetuar transfusdes de sangue total fresco, e controlar ao méximo a populacdo de

insetos para evitar lesées multiplas que possam originar hemorragias.
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2.12. PREVENCAO E CONTROLE

Todo o controle da BVD baseia-se na vigilancia sisteméatica da doenca para que se
consiga diminuir a prevaléncia de animais Pl, os principais disseminadores do virus.
Portanto o controle deve ser direcionado para deteccdo e eliminacdo desses animais, além
da vacinacdo sistemética de fémeas prevenindo a infeccéo fetal (DUBOVI, 1992). Dessa
maneira, a prevencao da infeccdo pré-natal e o nascimento de animais Pl tornam-se a base
do controle da doenca o qual implica em um restrito controle de vacas méaes e filhos. Ao
evitar a exposicdo de animais gestantes ao BVDV nos primeiros 5 meses de gestacao, isso
irA quebrar o ciclo da persisténcia (BROCK et al.,, 2005). Bovinos que nascem PI
representam um fator de perpetuidade do virus no rebanho (BROWNLIE, 1990; SANDVIK,
1999).

Além disso, boas praticas de biosseguranca sdo essenciais para o controle e
prevencdo da BVD. A introducdo de animais, especialmente fémeas prenhes, € a forma
mais comum para que o virus se introduza em exploragfes de leite ou carne. A compra de
novilhas, vacas ou touros deve ser acompanhada por atestado negativo para o BVDV,
assegurando que 0s animais ndo estdo persistentemente infectados e nem com a doencga
aguda. Também o periodo de quarentena deve ser a base de todos os procedimentos de
biosseguranca, prevenindo a entrada de infec¢des transitérias (agudas) (BROCK et al.,
2005).

A vacinacgédo é usada para proteger animais da doenca clinica, reduzir a circulacdo do
virus e para tentar impedir a infecgdo fetal e a consequente produgcdo dos animais PI
(FLORES, 2003). Contudo, existem dulvidas se as vacinas existentes e 0s protocolos
vacinais sao efetivos para prevenir totalmente as infec¢des transplacentarias (LINDBERG et
al., 2006). Outra preocupacgdo com a eficacia de vacinas contra o BVDV refere-se a grande
variabilidade antigénica entre os isolados locais e estes isolados apresentam uma baixa
reatividade sorologica cruzada com as cepas norte-americanas utilizadas as vacinas
(FLORES et al., 2005). Estédo disponiveis no mercado internacional vacinas contendo virus
vivo modificado ou com virus inativado (RADOSTITS et al.,, 2000). Nos Estados Unidos
estdo disponiveis mais de 150 vacinas comerciais (FULTON, BURGE, 2001). No Brasil
apenas vacinas inativadas sdo permitidas, e estas contém cepas norte-americanas de
BVDV-1.
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2.13. PERDAS ECONOMICAS

As perdas econbmicas decorrentes de doencas que afetam os animais podem ser
divididas em custos diretos - que sdo 0s impactos diretos e visiveis nhos animais, como a
morte ou também a diminuicdo da producdo de carne e leite, ovos, além de perdas no
comércio de produtos derivado dos animais, como peles, produtos farmacéuticos - e 0s
custos indiretos, que incluem esfor¢os na prevencado e controle, 0s impactos sobre a saude
humana, entre outros. Todas as perdas diretas podem ser expressas em unidades
monetérias, enquanto que as perdas indiretas sdo, geralmente, mais dificeis de serem
guantificadas (HOWE et al., 2013).

As estimativas de perdas econ6micas devido a infeccdo pelo BVDV variam de
acordo com o estado imunitario do rebanho, o periodo gestacional das fémeas no momento
da infeccdo e a viruléncia das estirpes virais (HOUE, 1999). Os custos podem variar de 13
€/vaca/ano (R$ 34,00/vaca/ano — abril/2013) a 160 €/vaca/ano (R$ 419,20/vaca/ano —
abril/2013) (podendo chegar a 410 €/vaca/ano (R$ 1.074,20/vaca/ano — abril/2013), quando
a estirpe viral é altamente infecciosa). Porém as estimativas séo feitas, na maioria das
vezes, de estudos de casos que ocorrem em rebanhos com sintomatologia grave de BVD, e
gue levaram o proprietario a realizagdo do diagnostico, sendo assim, em rebanhos sem
sintomatologia clinica, as perdas diretas com a doenga, ficam despercebidas, assim como a
propria doenga (FOURICHON et al., 2005).

Os prejuizos diretos de animais infectados com o virus incluem diminuicdo da
producao leiteira, diminuicdo da taxa de concepgdo, disturbios respiratérios, associagédo de
outras doencgas devido a imunossupressao e até a morte de animais com infec¢do aguda,
além dos abortos e malformacdes de fetos (CHI et al., 2002; GUNN et al., 2005; HOUE,
2003). As perdas reprodutivas sdo as consequéncias economicamente mais importantes
associadas a infeccdo pelo BVDV (GROOMS, 2006). As perdas sdo maiores ainda quando
ocorrem surtos da doenca (RADOSTITS et al., 2000).

Um exemplo dessa perda é que quando ha exposicdo do rebanho ao BVDV ha um
aumento de 7% na incidéncia de mamites (HOUE, 2003), tendo grande impacto econdémico,
pois provocam, em média, custos totais de aproximadamente onze euros (R$ 28,82 —
abril/2013) por 1.000 litros de leite, o que equivale a aproximadamente 78,00 €/vaca/ano (R$
204,36/vaca/ano — abril/2013) (FOURICHON et al., 2005).

Nas vacas de leite, em caso de surtos, 0s custos podem ascender aos 96 €/vaca/ano
(R$251,52/vaca/ano — abril/l2013) (GUNN et al., 2004). Por sua vez, nas exploragbes de
carne as perdas podem atingir os 58 €/vaca/ano (R$ 151,96/vaca/ano — abril/2013) (GUNN

et al., 2004). Essas diferencas ocorrem entre rebanho de corte e de leite porque para cada
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tipo de criacdo existem diferentes manejos que, ora separam 0s bezerros das vacas, ora
esses vivem juntamente por longos periodos. Em alguns casos existem épocas especificas
de paricdo, em outros, os partos acontecem o ano todo, e todas essas diferencas interferem
na transmissdo da doenga entre os animais do rebanho, além da chance ser maior ou
menor do nascimento de animais Pl e, consequentemente, da grande transmissdo ou nao
do virus dentro do rebanho (GUNN et al., 2004).

Em oito rebanhos leiteiros dinamarqueses contendo em média 115 animais, foram
calculados, das perdas devido a BVD, aproximadamente $ 13 (R$ 26,00 — abril/2013) a
aproximadamente $ 39 (R$ 78,00 — abril/2013) por animal (HOUE et al., 1994).

Contudo, na maioria dos casos, 0s custos calculados apenas incluem as perdas
diretas, como abortamentos e morte dos animais (GUNN et al.,, 2005; HOUE, 2003),
evidenciando a necessidade de maiores estudos em relagéo as perdas reais com a doenca.
Além do que, como dito anteriormente, animais com a BVD tem maiores chances de
apresentarem doengas concomitantes o que causaria ainda mais perdas, além das estirpes
virais mais virulentas. Como por exemplo, na descricdo de um surto de infeccdo aguda com
BVDV e infeccdo concomitante com Leptospirose em um rebanho leiteiro com 183 vacas
leiteiras, onde 15 vacas morreram, 20 vacas tiveram que ser descartadas (principalmente
por causa de infertilidade), houve 40 abortos, natimortos e de 18 bezerros, trés morreram
logo ap6s o nascimento (PRITCHARD et al., 1989). O custo total para o agricultor foi
estimada em mais de £ 50.000 (aproximadamente R$ 150.000,00 — abril/2013), ou seja,
819,70 reais por vaca (HOUE, 2003).

Um investimento é um sacrificio de hoje em prol da obtencdo de uma série de
beneficios futuros. Sob o enfoque das financas, sacrificios e beneficios futuros dizem
respeito a fluxos de caixas necessarios e gerados pelo investimento, assim antes de tomar a
decisdo sobre certos investimentos, é coerente que sejam feitos estudos econdmicos que
avaliam a viabilidade do mesmo (CASAROTTO FILHO, 2009).

A decisdo de um investimento deve considerar:

a) Critérios econdmicos: rentabilidade do investimento
b) Critérios financeiros: disponibilidade de recursos
c) Critérios imponderaveis: fatores ndo conversiveis em dinheiro

Vé-se, portanto, que a andlise econémico-financeira pode ndo ser suficiente na
tomada de decisdes. Para andlise global do investimento, pode ser necessario considerar
fatores ndo quantificaveis, sendo necessério um conjunto de informacdes de natureza
quantitativa e qualitativa (CASAROTTO FILHO, 2009). Em certos casos até, a alternativa
mais econdmica ndao € a melhor solucdo, em funcdo dos dados ndao monetarios, ou ndo

guantificaveis.
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Estudar economicamente a salde animal é uma ferramenta para apoiar a tomada de
decisGes na selecao de estratégias de controle das doencgas, porém isso é uma pratica de
pesquisa relativamente nova. Paises da Unido Europeia tém adotado estratégias com base
na ideia “prevenir € melhor do que remediar’ (HOWE et al., 2013). E necessario que sejam
feitos estudos, também em relacdo a andlise custo-beneficio dos testes diagnosticos, que
sao utilizados nos programas de controle e prevencdo das doengas. Se os testes forem
vistos como investimento para a producdo pecudria, poderdo tornar-se grandes aliados
(HOUE, 2003).

Evitar perdas na producédo requer gastos com recursos em profilaxia. Para justificar
investimento fixos com a prevencédo, pressupbe-se que, ao longo do tempo, os beneficios
devem ser suficientes para cobrir 0s custos, o que se entende pela analise custo-beneficio.
(HOWE et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo:

Validacao da qRT-PCR para o diagndstico da Diarreia Viral Bovina.

Avaliar a relacdo custo-beneficio da gRT-PCR em comparacédo a RT-PCR convencional
para o diagnostico de BVDV.

Comparacao dos resultados das amostras de SFB feitas pela qRT-PCR com os
métodos convencionais (RT-PCR e ELISA antigeno).

Avaliar a frequéncia de anticorpos em lotes de soro fetais bovinos reagentes ao BVDV

pela técnica de virusneutralizagéo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. AMOSTRAGEM

Foram selecionados, de maneira aleatdria, 172 lotes de SFB, encaminhadas para
diagndstico ao Laboratério de Viroses de Bovideos (LVB) do Instituto Biolégico (IB), no
periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2012.

Apos serem feitas aliquotas de 2 mL de cada lote, estas ficaram estocadas em
freezer a - 80°C até o momento da andlise.

4.2. PRODUCAO DE LOTES DE SFB

Os lotes comerciais de SFB, de diversos fabricantes, incluidos no experimento foram
produzidos a partir de um “pool” de soro de fetos, oriundos de fémeas bovinas prenhes,
abatidas em frigorifico do sudeste e centro-oeste do Brasil (comunicag&o pessoal).

Procedimento de producéo:

As fémeas prenhes eram identificadas antes do abate, realizado exame clinico geral
para avaliacao da condicao sanitaria. Logo ap0s o abate os fetos acima de 03 meses de
gestacdo eram transferidos para um local apropriado dentro do abatedouro para realizagédo
da sangria por puncdo cardiaca. O sangue de cada feto foram sendo armazenado em
bolsas de coleta de 1 litro até completar. As bolsas foram mantidas em temperatura
ambiente até coagular o sangue e entdo submetidas a centrifugacdo. O soro foi separado e
acondicionado em galdes de 05 litros. Para cada litro de soro foram necessarios cerca de 2
a 3 fetos (dependendo da idade). Cada galdo € analisado por espectrofotometria para
avaliacdo de proteina (Obs.: alguns sao descartados nesse momento). ApGs a obtencao de
gquantidade suficiente de soro para a producdo de um lote com cerca de 100 a 150 litros de
soro fetal foi feita a filtracho em membrana filtrante e aplicada radiacdo ultravioleta para,
respectivamente, eliminar e inativar possiveis particulas virais. Este volume est4 baseado na
capacidade maxima de filtracdo da membrana. O soro filtrado foi novamente armazenado
em galdes de 5 litros. Fracdes deste pool de soro foram colhidas para exames sanitarios
requeridos de acordo com a finalidade e legislagdo do pais. Para comercializacdo o SFB

geralmente é envasado em frascos de 500 mL. Considerando que para cada litro de soro
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sdo necessérios 2 a 3 fetos, e cada lote € formado por um total de 100 a 150 litros, entdo
cada lote fica composto por 325 fetos em média (variando de 200 a 450 fetos).

4.3. PADROES

4.3.1. VIRUS PADRAO

Utilizou-se o BVDV-1 citopatogénico, estirpe NADL (VR-1422 - ATCC), gentilmente
cedida pelo Instituto de Virologia da Escola Superior de Medicina Veterinaria de Hannover —
Alemanha, e o BVDV-2 estripe VS-253, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Eduardo Furtado
Flores, da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM.

Os genes dos virus utilizados como padrbes foram sequenciados, e suas sequéncias
foram alinhadas com genomas do BVDV-1 e BVDV-2 disponiveis no Genbank® (BVD-1
acesso N° M31182.1 e BVD-2 acesso N° FJ387322.1), o banco de sequéncias genéticas
publicado online. O resultado do alinhamento indicou que eram de fato estirpes
representativas do bi6tipo 1 e 2 do virus (anexos 4 e 5, respectivamente).

4.3.2. CONTAMINACAO EXPERIMENTAL DE SORO FETAL BOVINO

Para determinar a sensibilidade analitica da RT-PCR convencional e gRT-PCR,
foram feitas diluicdes seriadas na base 10, dos dois virus utilizados como padrdo, ambos
estavam com o titulo de 10%° TCIDso/50uL (Dose infecciosa 50% para cultura de tecidos),
iniciando em 10* até 10 TCIDso/50ul para o BVDV-1 e até 102 TCIDso/50pul para o BVDV-2,
conforme o quadro 4, e as diluicbes foram preparadas em SFB previamente testado por

isolamento viral e RT-PCR convencional e que apresentaram resultado negativo ao BVDV.
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Quadro 4 - Diluicéo seriada do BVDV

TCIDso/50puL Diliugéo Doses
1050 Soluc3o estoque 100.000
10 %9 1/10 (10%) 10.000
10 39 1/100 (10?) 1000
1020 1/1000 (107) 100
10 19 1/10.000 (107 10
1000 1/100.000 (107) 1dose
10 10 1/1000.000 (107) 0,1 dose
10 29 1/10.000.000 (107) 0,01 dose

4.3.3. CURVA PADRAO DA TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DA REACAO EM
CADEIA PELA POLIMERASE EM TEMPO REAL (gRT-PCR)

Para a formag&@o da curva padrdo procedeu-se a extragdo da solugcdo estoque do
BVDV-1 (NADL), que em seguida foi amplificado com primers para o gene 5"UTR por RT-
PCR convencional e clonado no vetor pGEM-T Easy Vector (Promega). Os clones obtidos
foram purificados utilizando o Kit PCR Clean-Up (Promega) e quantificados por
espectofotometria. O produto foi visualizado em gel de agarose para verificar se a insercédo
da sequéncia estava correta.

Com o produto clonado procedeu-se a sintese de RNA, que foi feita utilizando o kit
Riboprobe® in vitro Transcription Systems (Promega), conforme instru¢des do fabricante.

Para o calculo de copias de RNA por uL, do RNA sintético, foi usada a férmula a

seqguir:

Copias RNA/uL = xa/uL de RNA X 6,022 X 10%
pb do transcrito X 320

Com o resultado de cépias de RNA por pL foi feita a diluicdo seriada na base 10 e

montou-se a curva padrao utilizada para padronizacéo e validacdo do teste.
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4.3.4. SOROS CONTROLE

Utilizou-se como controle positivo da RT-PCR convencional a diluicdo 10“ (10?
TCIDso/50uL) do virus BVDV-NADL, que foi a dltima diluicdo apresentando resultado positivo
para cada triplicata feita. Preconizou-se usar como controle positivo, a Gltima diluicdo viral
que obteve resultado positivo no teste de validagéo, para que o limiar da prova ficasse o
mais baixo possivel. O controle positivo fica, dessa maneira, com uma banda fraca no gel de
agarose, porém o intuito € certificar-se de que a reacao esta mesmo detectando a menor
diluicdo possivel do virus.

Como controle negativo amostras de SFB negativas que foram previamente testadas
por RT-PCR convencional, ELISAAg e isolamento viral no LVB.

4.4. CULTURAS CELULARES

Foram utilizadas células da linhagem de epitélio renal bovino “Madin Darby Bovine
Kidney” (MDBK) adquiridas da “American Type Culture Collection” (ATCC,Manassas, EUA).

As células foram cultivadas em garrafas de poliestireno préprias para cultivo celular
(TPP, Techno Plastic Products AG®, Switzerland) em meio de crescimento, composto por
Meio Essencial Minimo (MEM - Nutricell®, Campinas, Brasil), acrescido de 0,2% de
bicarbonato de sédio (Merck®, Darmstadt, Alemanha), tamponado com 25 mM de acido 4-
(2- hidroxietil)-1-piperazineetanossulfénico (HEPES - Biosolve®, Westford, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino esterilizado, inativado e testado por isolamento
viral, ELISAAg e RT-PCR convencional para garantia de ser livre de pestivirus (SFB —
Nutricell®, Campinas, Brasil). Foram mantidas em camara estufa, da marca Eletrolab®, a
temperatura de 37°C.

Para a manutencdo das linhagens, o repique das células foi feito entre trés e cinco
dias, utilizando-se solucdo de Tripsina-Versene (Sigma- Aldrich®, Steinheim, Alemanha)
para a individualizacdo das células, (concentracdo cerca 2x10°mL). Para obtencédo das
suspensdes de células utilizadas nas reacdes de VN, o repique foi realizado da mesma
forma, sendo que a contagem das células para preparacdo da diluicdo necessaria
(3x10%mL) foi efetuada em camara de Neubauer (Optik Labor®, Friedrichshofen,

Alemanha).
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4.5. REPLICACAO VIRAL

Para a replicacao viral inoculou-se o virus padrdo em garrafa contendo monocamada
de células MDBK pré-formada, preparada com 24 horas de antecedéncia a inoculacao.

O inéculo foi incubado em estufa com 5% de CO; e umidade controlada, a 37°C por
1h para adsorgéo nas células. Apos a incubacao foi acrescentado meio de crescimento com
1% de antibidticos [Penicilina G Potassica 11.200 Ul/mL; Estreptomicina 0,01 g/mL;
Gentamicina 0,01 g/mL; L-Glutamina 0,029 g/mL e Anfotericina B 0,5 mg/mL (Cultilab®,
Campinas, Brasil)], e novamente incubado.

Os cultivos de células foram observados diariamente até o aparecimento de efeito
citopatico do virus. Quando este efeito atingiu cerca de 90% da monocamada celular, o
sobrenadante foi recolhido e centrifugado em tubos estéreis a 600 x g/15 minutos/4°C. Apos
a centrifugacao, a suspensao viral foi distribuida em fracdes de 1 mL em tubos de criogenia
(TPP, Techno Plastic Products AG®, Switzerland). Estes foram devidamente identificados
com o tipo de virus, partida, data e armazenados em nitrogénio liquido a -196° C até o

momento da utiliza¢&o.

4.6. TITULACAO VIRAL

Para determinacdo do titulo do virus, as partidas foram testadas em oito diluicbes
seriadas na razdo dez (10'a 10®% em meio MEM com 1% de antibiéticos. Foram
distribuidas em microplaca de fundo chato (TPP, Techno Plastic Products AG®, Switzerland)
50uL das diluigdes do virus (oito repeticbes por diluigdo) e 50uL de suspensdo de células,
na concentracdo de 3x10° células/mL. A placa foi incubada a 37°C em estufa com 5% de
CO- e umidade controlada. A leitura foi feita 96 horas ap0s a incubacdo com a utilizagdo de
microscopio invertido. O calculo do titulo viral foi realizado pelo método de Reed e Muench
(1938).
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4.7. DETECCAO DO BVDV

4.7.1. TESTES MOLECULARES

4.7.1.1. EXTRACAO DO RNA

A extracdo do RNA viral dos lotes de SFB e das aliquotas de solu¢do estoque do
BVDV foram feitas empregando-se o TRIZOL® LS Reagent (Invitrogen®), em microtubos de
1500 pL, de acordo com as instrugdes do fabricante com algumas modificagcoes.

Para cada 250 pL da amostra foram acrescidos 750 pL de isotiocianato de guanidina
e fenol (Trizol® LS Reagent - Invitrogen™) e apds serem misturados com o auxilio do vértex
ficaram incubados por 10 minutos em temperatura ambiente. Adicionou-se entdo 200 uL de
cloroférmio (Merck) e agitou-se em vortex por 30 segundos. Foram novamente incubados
por 5 minutos de a temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram centrifugadas a
12.000 x g por 15 minutos entre 2-8°C e ao término da centrifugagdo aspirou-se a fase
aguosa superior (aprox. 400 L) transferindo-a para um novo tubo. Precipitou-se com 500 pL
de isopropanol (Merck), procedeu-se a homogeneizagédo por inversdo e incubou-se por 10
minutos em temperatura ambiente. A amostra foi novamente centrifugada a 12.000 x g por
10 minutos a 2-8°C e apds desprezou-se o sobrenadante. Ao fim lavou-se o pellet com 1 mL
de etanol 75% e homogeneizou-se por inversdo. Centrifugou-se agora a 10.000 x g por 5
minutos. Retirou-se o etanol com auxilio da pipeta e procedeu-se mais uma lavagem com 1
mL de etanol absoluto (Merck) e homogeneizou-se por inverséo. Centrifugou-se novamente
a 10.000 x g por 5 minutos, desprezou-se o sobrenadante e o tubo foi deixado aberto a
temperatura ambiente por 5 minutos até secagem do etanol. Por fim dissolveu-se o pellet
em 50 pL de 4gua DEPC (Promega), com auxilio da pipeta e o RNA extraido ficou estocado
a -80°C até o uso.

4.7.2. TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DA REACAO EM CADEIA PELA
POLIMERASE (RT-PCR) CONVENCIONAL — ONE STEP

A técnica foi realizada de acordo com as instrugdes contidas no manual do fabricante
do kit comercial Access Quick™ RT-PCR System (PROMEGA). A reacdo foi feita para um
total de 25 pL contendo 12,5 pL de Access Quick Master mix 1X (Tris-HCI, KCI, dNTP mix,
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3mM de MgCl,), 1,25 pL do primer senso a 10 pM e 1,25 pL do primer antissenso também a
10 uM, 0,5 pL de AMV reverse transcriptase e 4,5 uL de Nuclease free water (Promega). Por
fim acrescentou-se 5 pL do RNA da amostra extraida.

Apés terem sido feitos testes de gradiente de temperaturas as condi¢cdes para
amplificacéo ficaram determinadas como as seguintes: 45°C por 45 minutos para transcricao
reversa, 94°C por 5 minutos, 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 57°C por 30 segundos e
72°C por 30 segundos, 72°C por 5 minutos para a extensao final.

4.7.2.1. OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES (PRIMERS)

Foram utilizados primers que detectam regies comuns para BVDV 1 e 2, baseados em
uma sequéncia de 290 nucleotideos, localizados na regido 5 nao traduzida (5'UTR)
altamente conservadas do genoma viral, com apenas alguns nucleotideos da proteina nédo
estrutural NP (figura 6), indicados no quadro 5. As sequéncias dos primers foram analisadas
pelo BLAST, e obtiveram 100% de identidade com o virus BVDV-1 e BVDV-2.

Quadro 5 - Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na RT-PCR
convencional para BVDV

o Localizagao do
Nome Autor Sequéncia

Genoma

103 | Weinstock et al, 2001 | 5' TAG CCA TGC CCT TAG TAG GAC 3 103 Pb - 124 pb

372 Weinstock et al, 2001 | 5 ACT CCATGT GCC ATG TAC AGC 3 372 Pb —392 pb

0 386 pb ORF 12.080 pb 12.284 pb
| 5 UTR | MW (Proteinas) MWWV —— 37 UTR — |
Antissenso
Senso +—
—>

103pb  124pb
372pb  392pb

Figura 6 - Esquema da posicdo dos oligonucleotideis iniciadores na regido 5UTR
do genoma viral
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44.7.2.2. RESULTADOS - ELETROFORESE

O produto da amplificacdo foi aplicado em gel de agarose a 1,5% em tampéao TBE 1X
a voltagem constante de 100V por 1 hora. Os amplicons foram evidenciados ap6s coloracéo
com Gel Red diluido (1:150) em Nuclease free water (Promega) e a visualizacao foi feita no
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 de BVDV (quadro 6) e negativo quando houve
auséncia de banda.

Quadro 6 - Descrigdo do tamanho do produto do BVDV pela RT-PCR convencional

Patbégeno Técnica Tamanho produto amplificado

BVDV RT-PCR CONVENCIONAL 290 Pb

4.7.3. TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DA REAGCAO EM CADEIA PELA
POLIMERASE EM TEMPO REAL (qRT-PCR)

Para o desenvolvimento da gRT-PCR, utilizou-se o equipamento Light Cycler 480
(Roche), disponivel no Laboratério de Viroses de Bovideos do Instituto Bioldgico.

Na gRT-PCR foi utilizado o sistema TagMan, com filtro de deteccdo FAM, feita com o
kit comercial da Applied Biosystems™ - VetMAX™- Gold BVDV Detection Kit, onde ja
estavam inclusos os primers e a sondas, que detectam tanto o BVDV-1 como do BVDV-2,
embora ndo seja possivel fazer a discriminacdo entre eles. O kit é padronizado pela
empresa fabricante, e as sequéncias de primers e sondas nao sdo informadas, porém o kit
esta apto para detec¢do do gene 5'UTR do virus. Além disso possui um controle positivo
com 10* cépias de RNA/pL.

Em todas as reacgbes foi utilizada uma nova curva padréo, feita com diluicdes do
RNA sintético.

Foram seguidas as instrucdes do fabricante: a reacdo one-step foi feita para um total
de 25 pL contendo, por amostra, 12,5 pL do RT-PCR Buffer 2X, 1,0 uyL de BVDV Primer
Probe Mix 25X, 1,0 uL da RT-PCR Enzyme Mix e 2,5 pL de Nuclease free Water, formando
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um total de 17 pL de master mix, que foi dispensado na placa da reacdo. Por fim
acrescentou-se 8,0 uL de RNA no poco da amostra teste, 8,0 pL de Nuclease-free Water no
poco do controle negativo e no po¢o do controle positivo foi adicionado 1,0 pL de BVDV
Control RNA 25X, 1,0 pL de Xeno™ RNA Control e 6,0 pL de Nucleic Acid Dilution Solution,
todos fornecidos pelo kit.

As condicdes de amplificacdo, também sugeridas pelo fabricante, foram as
representadas no quadro 7:

Quadro 7 - CondicOes de amplificacdo da gRT-PCR

Transcricdo Reversa
Ciclo: 1 Modo de andlise: None
Acquisition Acquisitions
(o] (o]
Target (°C) mode Hold Ramp Rate (°C/s) (per °C)
45 None 00:10:00 4.4
Desnhaturacao
Ciclo: 1 Modo de andlise: None
Acquisition Acquisitions
0 (o]
Target (°C) mode Hold Ramp Rate (°C/s) (per °C)
95 None 00:10:00 4.4
Amplificacéo
Ciclo: 50 Modo de analise: None
Target Acquisition o Acquisitions
(°C) mode Hold Ramp Rate (°C/s) (per °C)
95 None 00:00:15 4.4
60 None 00:00:45 2.2
Resfriamento
Ciclo: 1 | Modo de andlise: None
Acquisition Ramp Rate Acquisitions
(0}
Target (°C) mode Hold (°C/s) (per °C)
40 None 00:00:10 2.2

4.7.3.1. GARANTIA DA QUALIDADE DA REACAO

A garantia de qualidade da reacéo foi realizada a partir do ciclo de threshold (Cp)
analisado pelo software do Light Cycler 480. Os limites de deteccdo da qRT-PCR foram
determinados como a ultima diluicdo do controle de RNA sintético que apresentaram curva

no gréfico da reacdo, indicando que houve emissdo de fluorescéncia. Resultados serdo
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considerados negativos quando a amostra ndao apresentar nenhum valor de Cp e de

concentracao.

4.7.4. ELISA ANTIGENO

As amostras de soro fetais foram analisadas por ELISA-Ag (Kit de teste para
deteccdo de antigeno do Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV)/soro Plus - ldexx
Laboratories™), seguindo as instrucdes do fabricante.

A pesquisa de antigeno nos soros fetais foi realizada pelo teste de ELISA de captura.
O teste foi realizado em placas de microtitulagdo com anticorpos monoclonais especificos
para BVDV (E™), onde o antigeno presente na amostra € capturado, depois de um periodo
de incubacédo de 2 horas a 37°C. Em seguida a placa foi lavada com solugédo de lavagem
apropriada e adicionado o conjugado anti — bovino peroxidase horseadish, o qual detecta os
anticorpos de captura contra BVDV, e incubado 30 minutos. Em seguida, a placa foi
novamente lavada e uma solugédo de substrato/cromogeno foi adicionada. Na presenca da
enzima, o substrato é convertido em um produto que reage com agdo do crombgeno para
gerar uma coloragéo azul. Apés periodo de incubacdo de 10 minutos, em local escuro, foi
adicionado uma solucéo de bloqueio, e uma coloragdo amarela foi gerada. A absorbancia foi
medida em um comprimento de onda duplo de 450nm e 620mn utilizando um

espectofotometro (Modelo Multiskan Ascent n° 354- Labsystems).

4.8. DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-BVDV

4.8.1. VIRUSNEUTRALIZACAO

Para pesquisa de anticorpos no SFB, foi utilizado o método de virusneutralizacéo,
segundo recomendacdes da OIE (2008).
Antes de se iniciar a VN, todas as amostras de soro fetal bovino foram submetidas
a inativagcdo da cascata de complemento, por incubacdo em banho-maria a temperatura de
56°C por 30 minutos. Este procedimento se faz necessario, pois o sistema complemento

pode interferir nos resultados dos exames.
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O teste foi feito em placas de microtitulacdo de 96 orificios. A coluna 1 da placa teste
foi utilizada como controle de célula, a coluna 2 como controle de toxicidade de cada amostra.
Na coluna 3 adicionou-se 20uL do soro teste e 80uL de meio MEM e nas colunas 4 a 12
acrescentou-se 50uL de meio MEM. Transferiu-se entdo 50pL da coluna 3 até a 12 iniciando
diluicdo seriada (1:5) até (1:2560).

Feita a diluicdo das amostras, adicionou-se a placa 50uL da suspensdo viral, contendo
200 TCIDso/mL do virus (dilui¢céo final 100 TCIDso/mL), exceto no controle de célula e de soro,
colunas 1 e 2, ficando assim a diluicdo de 1:10 até 1:5120.

Na placa controle, foi feita a retitulacdo do mesmo virus utilizado, para o conhecimento
do titulo da suspensao viral. As colunas 1 a 4 e 6 a 9 serviram de controle positivo e
receberam 50 pL de cada diluigdo viral (diluicdo seriada na base 10) preparada previamente,
e as colunas 11 e 12 como controle de célula.

Todas as placas foram incubadas por uma hora em estufa 37°C com 5% de CO; e em
seguida foi adicionado 50 uL da suspenséo de célula MDBK na concetracdo 3x10° células/mL.

Apbs 96 horas em estufa 37°C com 5% de CO., foi observado se ocorreu ou hdo o
efeito citopatico (ECP) na camada celular, em microscépio invertido.

Amostras de soro com titulos iguais ou superiores a 10 foram consideradas

reagentes ao virus.

4.8.1.1. GARANTIA DA QUALIDADE DA REACAO

Para o resultado da reacéo de virusneutralizacdo ser aceito foi necessario que:

e Os controles de células ndo apresentassem alteracdes morfologicas;

¢ Nao ocorressem variacfes maiores que * 0,3 log no titulo do virus observado na placa
de retitulacdo (REED; MUENCH,1938);

e As doses infectantes situaram-se entre 30 e 300 TCIDso/ (OIE, 2008).

e Os titulos de anticorpos dos soros controle C+++, C++ e C+ mantiveram-se de acordo

com o conhecido, aceitando-se variagtes 0,3 log;
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4.9. DELINEAMENTO ESTATISTICO

Para andlise estatistica e comparacdo dos resultados obtidos no diagnéstico das
amostras teste, pelos diferentes métodos diretos empregados nesse trabalho (ELISA
antigeno, RT-PCR convencional e qRT-PCR) foi utilizado o programa estatistico WIN
Episcope versdo 2.0 (2004), com nivel de confiangca de 95%, que determina através do
indice Kappa, o grau de concordancia entre as técnicas comparadas.

4.10. ANALISE CUSTO-BENEFICIO DA RT-PCR (CONVENCIONAL E EM TEMPO
REAL)

Para a andlise custo-beneficio das técnicas, foram feitas cotacdes de todos os
materiais, equipamentos, reagentes e servicos utilizados na realizagdo da PCR
convencional e da gPCR (anexo 6 e 7), com o intuito de determinar o custo total gerado para
a andlise de uma amostra, quando realizada por uma dessas provas. Além disso, foram
incluidos os valores de gastos com &gua, energia elétrica, mao de obra, certificacdo e
manutencdo de equipamentos e materiais e a depreciacdo desses equipamentos.

A tabulacdo dos valores foi feita no programa Microsoft Excel® 2010. Os gastos
foram separados em custos fixos — aqueles que ndo dependem diretamente da quantidade
de provas para serem gerados —, e em custos variaveis — aqueles que apresentam relacéao

direta com a quantidade de provas realizadas (quadro 8).

Quadro 8 — Relacéo dos itens incluidos nos custos fixos e variaveis da analise custo-
beneficio.

Custos Fixos Custos Variaveis
Materiais fixos Materiais descartaveis
Equipamentos Reagentes
Depreciacédo de bens duraveis e semiduraveis Equipamentos de Protecao Individual

Maode Obra | e

Agua e Energia Elétrica | ceeeeeeen

Certificacdo de equipamentos e materiais | ---------
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4.10.1. CUSTO FIXO

Para chegar ao valor do custo fixo do laboratério (quadro 9), foram somados os
gastos com:

Al. Depreciacdo dos bens duraveis e semiduraveis. Este gasto refere-se a
depreciacdo dos equipamentos e materiais fixos (ex. provetas e pipetas) que, ao longo do
tempo, vao perdendo valor com o desgaste natural do uso. Para esse calculo dividiu-se o
custo total de cada item pelo tempo de sua vida util, calculada em meses. Chegou-se a um
valor mensal de depreciacdo por produto e o valor da depreciacdo de todos os itens fixos foi
somado, gerando um custo de depreciacdo total por més, que ilustra o custo mensal dos
equipamentos para o laboratdrio.

A2. Certificacdo. E o gasto com a certificacdo e calibracdo de equipamentos e
materiais fixos. Com 0 uso, 0s equipamentos e materiais vao perdendo sua calibracéo e
consequentemente a certificagdo de qualidade, por isso, anualmente devem passar por esse
processo, até que, apds alguns anos de acompanhamento, 0 processo possa ocorrer em um
periodo mais espacado de tempo.

A3. Mao de Obra Operacional. Refere-se ao gasto que se tem com os funcionarios
que realizam o diagnéstico. Para este caso foi considerada a necessidade de dois
funcionarios, sendo que na qPCR a mao de obra deve ser mais qualificada, quando em
comparagdo a PCR convencional, por ser uma técnica mais laboriosa, que necessita de
mais preciséo e conhecimento. Neste calculo ja estado inclusos os encargos trabalhistas.

A4. M&o de Obra Administrativa. E o gasto com funcionarios que realizam a parte
administrativa, burocratica e também de gerenciamento do laboratério. Também ja incluso
0s encargos trabalhistas. No presente trabalho foram considerados os valores de duas
recepcionistas de amostras, uma que identifica e registra e a outra que prepara a amostra
para o momento do diagnéstico, duas pesquisadoras que fazem o gerenciamento das
atividades e uma secretaria que emite os laudos com os resultados e entrega ao cliente.

A5. Agua e Energia Elétrica. Neste item foram inclusos os gastos com as despesas
de agua e luz do laboratdrio. Como o Laboratério de Viroses de Bovideos (LVB) fica dentro
do Instituto Biolégico (IB), e as contas de agua e luz sdo conjuntas com outros laboratérios,
dividiu-se a conta total, tanto de agua como de luz, pelo nimero de laboratérios existentes
no 1B, que é 30, e considerou-se a conta do LVB como sendo uma parte da total.

Lembrando que esse calculo foi feito separadamente para a PCR convencional e

para a gPCR.
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4.10.2. CUSTO VARIAVEL

Para o calculo do custo variavel das provas, ou seja, custo com reagentes e
materiais descartaveis (custo B no quadro 9), foi feito o calculo da seguinte maneira: o valor
total de cada item foi multiplicado pela porcentagem de uso daquele item para a realizacao
do diagndstico de uma amostra, e assim chegou-se a um valor total do item por amostra. O
valor total do item por amostra, de todos os custos variaveis, foi somado e obteve-se um

custo variavel total por amostra.

4.10.3. CUSTO TOTAL MEDIO FINAL

Para o célculo final do valor do diagnostico por amostra, primeiro foi preciso
transformar o custo variavel por amostra, em custo variavel por més, e para isso, calculou-
se a capacidade maxima de exames em um més (custo B.1 no quadro 9). Multiplicou-se,
entdo, o custo variavel por amostra pela capacidade maxima de exames por més, obtendo-
se assim um custo variavel por més.

Ao final somou-se o custo fixo total por més ao custo variavel total por més, e o valor
dessa soma foi dividido pela quantidade méaxima de amostras feitas em um més, chegando
assim ao custo total médio, ou custo por amostra.

Para o calculo da quantidade maxima de amostras realizadas em um més,
considerou-se 1.000 para a RT-PCR convencional, nimero retirado de relatérios mensais do
LVB/IB. J& na qRT-PCR, por ser um teste mais &gil - ja que a reacéo é feita em apenas duas
etapas, diferente da RT-PCR convencional que necessita de trés etapas -, e também por ser
automatizado, considerou-se o dobro do nimero de amostras possiveis de ser feitas em um
més, passando para 2.000 amostras. Dessa maneira chegou-se em um custo total médio
por amostra. Por fim, somou-se 28% do valor do custo total médio por amostra, referente a
25% para reserva de gestdo do IB e 3% de taxas bancarias por emissao de boletos, entre
outros, chegando assim ao valor custo total médio final por exame, como demostrado no

quadro 9:
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Quadro 9 - Itens somados para o calculo do custo total médio por exame

Custos RT-PCR gRT-PCR Variagao (%)

A. Custo fixo (RS/més) RS - | RS -

A.1. Depreciacdo de bens durdveis e semiduraveis RS - | RS -

A.2. Certificag3o RS -| RS -

A.3. M3o de obra operacional RS -| RS -

A.4. M3o de obra administrativa RS -| RS -

A.5. Agua e energia elétrica RS - | RS -
B. Custo variavel (RS/més) RS - | RS -

B.1. Custo varidvel (RS/exame) RS - | RS -

B.2. NUmero de exames/més

‘C. Custo total (R$/més) ’ RS - ‘ RS -
‘ B.2. Numero de exames/més ‘ ‘ ‘
‘ D. Custo total médio (R$/exame) ‘ RS - ‘ RS - ‘
E. 28% - Reserva de gestdo IB (25%) + Taxas bancarias

(3%) RS - | RS -

‘ F. Custo total médio final (R$/exame) ’ RS - ‘ RS -
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5. RESULTADOS

5.1. SENSIBILIDADE ANALITICA DA TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DA
REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (RT-PCR) CONVENCIONAL - ONE
STEP

O resultado das analises para avaliacdo da sensibilidade analitica da RT-PCR
mostraram que o limiar de detecgdo do teste foi de 10 TCIDso/50uL para o BVDV-1 e 10°
TCIDso/50uL para o BVDV-2, diluicdo na qual todas as amostras em triplicata, apresentaram
resultados positivos. Como mostram as figuras 7 (BVDV-1) e 8 (BVDV-2):
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Figura 7 - Gel de eletroforese, com a reacdo de validacdo da RT-PCR convencional
para BVDV-1. pb: DNA ladder de 100 pb (Invitrogen®); canaletas 4,8,12,19,23,27:
Branco; canaletas 1-3: BVDV-1 10° ; canaletas 5-7: BVDV-1 10* canaletas 9-11: BVDV-
1 103 canaleta 13-15: BVDV-1 10% canaletas 16-18: BVDV-1 10%; canaletas 20-22:
BVDV-1 10°% canaletas 24-26: BVDV-1 10?; canaletas 28-30: controle negativo (CN).
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Figura 8 - Gel de eletroforese, com a reacéo de validagcdo da RT-PCR convencional
para BVDV-2. pb: DNA ladder de 100 pb (Invitrogen®); canaletas 4,8,12,19,23,27:
Branco; canaletas 1-3: BVDV-2 10° ; canaletas 5-7: BVDV-2 10* canaletas 9-11: BVDV-
2 10% canaleta 13-15: BVDV-2 10% canaletas 16-18: BVDV-2 10! canaletas 20-22:
BVDV-2 10°% canaletas 24-26: BVDV-2 10%; canaletas 28-30: controle negativo (CN).

Quando utilizado o RNA controle, sintetizado in vitro, na reagdo convencional, o
limiar de deteccéo da prova ficou em 10* copias de RNA/L, como observa-se na figura 9:

10° 108 107 10° 10° 10*

REAREE.

gl 1. 2 3 4

7 8 9 1011 12 13

290ph ——»

Figura 9 - Gel de eletroforese, com a reacao de validacdo da RT-PCR convencional
quando utilizado o RNA controle sintetizado in vitro. pb: DNA ladder de 100 pb
(Invitrogen®); canaleta 1 a 12 — diluigdo seriada na base 10 do RNA controle, iniciando
em 10°a 10%; canaleta 13: controle negativo
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5.2. ANALISE DAS AMOSTRAS TESTE PELA RT-PCR CONVENCIONAL

Apés determinada a sensibilidade analitica da RT-PCR convencional, foram
analisados os 172 lotes de SFB, sendo que 70,34% (121/172) das amostras foram positivas,

como ilustrado no grafico 1 (anexo 3).

RT-PCR convencional

m POSITIVOS
B NEGATIVOS

Gréfico 1 - Lotes de SFB submetidos ao teste de RT-PCR convencional

5.3. VALIDACAO DA TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DA REACAO EM
CADEIA PELA POLIMERASE EM TEMPO REAL (qRT-PCR)

Quando feita a gRT-PCR, utilizado o kit comercial da Applied Biosystems™, o
software calculou como limiar de deteccdo da qRT-PCR até 10! cdpias de RNA/uL, como

mostra a figura 10 e o quadro 10:
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Controle
Positivo Kit

Figura 10 - Curva padrdo com o RNA sintético diluido de 10° a 10° controle positivo
do Kit e controle negativo, controle positivo do Kit e controle negativo. Valores da
reacdo: Erro = 0.00377; Eficiéncia = 1.879; Slope = -3.651

Quadro 10 — Média do Cp e da concentracédo das diluicbes do RNA controle

Copias de RNA/uL
10°
108
107
10°
10°
10*
103
102
10!

Controle Positivo Kit

Média Cp
11.51
15.23
18.79
22.55
26.21
29.72
33.88
35.36
38.52
26.97

Média da Concentracao
1.02 x 10°
9.79 x 107
1.04 x 10’
9.63 x 10°
9.60 x 10*
1.05 x 10*
1.00 x 103
1.66 x 10?
1.14 x 10t
5.93 x 10*
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5.4. SENSIBILIDADE ANALITICA DA TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA DA
REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE EM TEMPO REAL (qRT-PCR)

A sensibilidade analitica do teste, realizada com a contaminagdo experimental de
amostras de SFB ficou com limiar de deteccdo de 10! TCIDso/50uL para BVDV-1,
comecando com 10° TCIDso/50uL (figura 11, quadro 11), embora a curva da diluicdo 1072
TCIDso/50uL tenha apresentado valores de Cp (figura 12, quadro 12), e para BVDV-2 a

sensibilidade ficou em 102 TCIDso/50uL como ilustrado na figura 13 e quadro 13:
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Figura 11 - SFB contaminado experimentalmente com o BVDV-1. Dilui¢cdes de 10° a 10°
1 TCIDso/50pL, controle positivo do Kit com 10* cépias de RNA/UL e controle negativo.
Valores dareacdo: Erro = 0.0433; Eficiéncia = 1.868; Slope = -3.686
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Quadro 11 - Média do Cp e da concentracdo das diluicbes do SFB contaminado
experimentalmente com o BVDV-1- 10° a 10" TCIDso/50uL

TCIDso/50uL Média Cp Média da Concentragao
10° 17.37 7.91 x 10*
10* 20.85 8.96 x 103
103 24.17 1.13 x 10®
10? 27.43 1.27 x 10?
10t 31.31 1.30 x 10!
10° 36.11 6.51 x 101
10? 37.73 2.93 x 102
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Figura 12 - SFB contaminado experimentalmente com o BVDV-1. Dilui¢ces de 10° a 10
2TCIDso/50pL, controle positivo do Kit com 10* cépias de RNA/UL e controle negativo.
Valores dareacdo: Erro = 0.169; Eficiéncia = 1.950; Slope =-3.449
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Quadro 12 - Média do Cp e da concentracdo das diluicbes do SFB contaminado
experimentalmente com o BVDV-1- 10° a 102 TCIDso/50uL

TCIDso/50uL Média Cp Média da Concentragao
10° 17.37 7.91 x 10*
10* 20.85 8.96 x 103
103 24.17 1.13 x 10®
10? 27.43 1.27 x 10?
10t 31.31 1.30 x 10!
10° 36.11 6.51 x 101
10? 37.73 2.93 x 102
1072 36.62 1.28 x 101
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Figura 13 - SFB contaminado experimentalmente com o BVDV-2. Dilui¢cdes de 10° a 10°
2TCIDso/50pL, controle positivo do Kit com 10* cépias de RNA/UL e controle negativo.
Valores dareacdo: Erro = 0.0147; Eficiéncia = 1.866; Slope = -3.690
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Quadro 13 - Média do Cp e da concentracdo das diluicbes do SFB contaminado
experimentalmente com o BVDV-2 - 10° a 102 TCIDso/50uL

TCIDso/50uL Média Cp Média da Concentragao
10° 15.68 8.88 x 10*
10* 19.19 9.96 x 103
103 22.75 1.08 x 10°
10? 26.33 1.15 x 10?
10t 30.13 1.08 x 10!
10° 34.21 8.47 x 101
10% 36.26 1.03 x 10
1072 37.63 9.90 x 103

Para confirmar se as Ultimas curvas do gréfico foram especificas, foi feita a corrida
de um gel de eletroforese com diluicbes do RNA controle da reacdo de gRT-PCR, e o
resultado encontrado foi o mesmo da gRT-PCR de 10! cépias de RNA/UL, ilustrado na figura
14.

10° 10® 107 10° 10° 10* 10° 10> 10 10°
BEEEEEEER
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Figura 14 — Gel de eletroforese com diluicdes do RNA sintético, da reacdo de gRT-
PCR. pb: DNA ladder de 20 pb (Invitrogen®), canaleta 1 a 10: diluicdo seriada na base
10, de 10° cépias de RNA/UL a 10°cdpias de RNA/UL.

Quando feito o mesmo com as diluicGes de SFB contaminado experimentalmente,
pela qRT-PCR, o resultado encontrado das ultimas diluicbes estd demonstrado na figura 15
para o BVDV-1 e figura 16 para o BVDV-2:
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Figura 15 - Gel de eletroforese com diluicdes do SFB contaminado experimentalmente
com o BVDV-1, da reacdo de qRT-PCR com o kit VetMAX™. pb: DNA ladder de 20 pb
(Invitrogen®), canaleta 1 a 10: diluicdo seriada na base 10, de 10° TCIDs¢/50uL a 107

TCIDso/50pL.

10 10* 10 10° 10* 107

IR IR

Figura 16 - Gel de eletroforese com diluicdes do SFB contaminado experimentalmente
com o BVDV-2, da reagdo de gRT-PCR com o kit VetMAX™, pb: DNA ladder de 20 pb
(Invitrogen®), canaleta 1 a 10: diluicdo seriada na base 10, de 10° TCIDs¢/50uL a 107

TCIDso/50pL.

5.5. ANALISE DAS AMOSTRAS TESTE PELA qRT-PCR

Quando analisados os 172 lotes de SFB pela qRT-PCR, 81,97% (141/172) das

amostras foram positivas, como ilustrado no grafico 2 (anexo 3).
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gRT-PCR

H POSITIVOS
B NEGATIVOS

Grafico 2 - Lotes de SFB submetidos ao teste de RT-PCR em tempo real

Quando as amostras positivas pela gRT-PCR, foram separadas em grupos,
dependendo da concentragdo de virus que apresentaram, o resultado encontrado revelou
que 1% (1/145) das amostras positivas tinham concentracdo de 10° copias de virus/uL, 2%
(3/145) estavam com 10! cépias de virus/uL, 9% (13/145) estavam com 10?2 cépias de
virus/uL, 29% (42/145) apresentaram 10° cépias de virus/uL, 49% (71/145), a maioria,
obtiveram 10* cépias de virus/uL e 10% (15/145) tinham 10° copias de virus/uL, como
mostra a quadro 14 e o gréafico 3. Porém para essa andlise foram incluidas 4 amostras, que
obtiveram resultado negativo para o teste pois quando feitas em triplicata, somente uma
apresentou valores de cp. Isto indica que mesmo sendo amostras consideradas negativas,
como estas possuem minima quantidade de virus, ficando no ponto de corte da prova

(anexo 3), podem ser consideradas como amostras suspeitas.

Quadro 14 - Separacdo de amostras positivas, pela gqRT-PCR, em grupos, de acordo
com a concentracdo de virus. EO — E5: amostras com concentracdo de virus de 10°a
10°

Concentragéo da

o tde de %
amgsétg;; N A?nostras Amostras
10° 1 1%
10! 3 2%
102 13 9%
103 42 29%
10% 71 49%
10° 15 10%

TOTAL 145 100%
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Porcentagem de amostras por concentragdo
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Grafico 3 — Porcentagem de amostras positivas pela gRT-PCR, separadas em grupos,
de acordo com a concentracdo de virus. EO — E5: amostras com concentragcdo de
virus de 10%°a 10°

5.6. ELISA ANTIGENO

Dos 172 lotes de SFB analisados para pesquisa do antigeno da BVDV por ELISA de
captura 19,19% (33/172) foram positivas (grafico 4, anexo 3), tendo como valores de
densidade optica (DO) variando o minimo de 0,064 para amostra negativa e maximo de
3.288 para amostra positiva (quadro 15). A leitura da absorbancia foi feita em
espectofotdmetro em duplo comprimento de onda de 450 nm e 620 nm, sendo considerados
animais positivos aqueles cujas amostras apresentaram valores maiores ou iguais a 0,350
(DO>0,35) e animais negativos todos aqueles cujos valores foram menores que 0,350
(DO<0,35).

Quadro 15 - Valores de D.O. considerados positivos das amostras de SFB testadas
pelo ELISA Ag

Amostra D.O.
RAG 05 - 01 1.799
RAG 05 - 86 1.536

RAG 05 - 607 0.661
RAG05-1794 | 0.355
RAG 05 - 1930 0.886



Amostra D.O.
RAG 06 - 66 0.350
RAG 06 - 260 0.793
RAG 07 - 51 0.685
RAG 07 - 148 0.675
RAG 07 - 157 0.485
RAG 07 - 192 3.288
RAG 09 - 1397 1.106
RAG 09 - 1677  1.087
RAB 10 - 606 0.382
RAB 10 - 609 4.218
RAB 10 - 610 1.461
RAB 10-1066  2.660
RAB 10-1324  1.772
RAB 10-1395  0.410
LVB/11-1366  0.458
LVB/11-3555  0.711
LVB/11-3556  0.597
LVB/11-3557  0.590
LVB/11-11897  0.650
LVB/11 - 17204  0.434
LVB/11-17910 0.734
LVB/11-17911 0.828
LVB/11-17912 1.023
LVB/11-17913  0.890
LVB/11-26849 2.146
LVB/11 - 26853  2.529
LVB/11 - 26856  1.576
LVB/11-26881 1.528

ELISA Antigeno

W POSITIVOS
W NEGATIVOS

Grafico 4 - Lotes de SFB submetidos ao teste de Elisa Antigeno
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5.7. VIRUSNEUTRALIZACAO

Na virusneutralizacéo, dos 172 lotes analisados, 1,74 % (3/172) apresentaram titulos
de anticorpos contra o BVDV-1 (grafico 5, anexo 3), embora as amostras tenham ficado

muito proximas ao ponto de corte da prova (quadro 16), podendo haver variacdo no
resultado de uma reacéo a outra.

Quadro 16 - Amostras de SFB reagentes ao BVDV testadas na virusnetralizacdo

Amostra Titulo
RAG 05 - 1868 20
RAG 08 -1617 40
LVB/11 - 3955 20

Virusneutralizacao

2%

B POSITIVOS
B NEGATIVOS

Grafico 5 - Lotes de SFB submetidos ao teste de Virusneutralizagao

5.8. ANALISE ESTATISTICA

Quando comparados os testes de ELISAAg e RT-PCR convencional, constatou-se

gue houve grau insignificante de concordancia (0,182) entre os métodos (Tabela 1, Quadro
17).



74

Tabela 1 - Comparacdo entre os resultados positivos e negativos dos lotes de SFB
testados pelos métodos de ELISAAg e RT-PCR convencional

Teste ELISA + ELISA - Total
RT-PCR + 33 88 121
RT-PCR - 0 51 51

Total 33 139 172

Quadro 17 — Margens de valores para classificar o grau de concordancia do indice
kappa

Valores indice kappa | Grau de concordancia
<0 Ausente
0-0,2 Insignificante
0,2-0,4 Baixo
0,4-0,6 Moderado
0,6-0,8 Bom
0,8-1 Muito bom

Quando comparados os testes de ELISAAg e gqRT-PCR , constatou-se que houve
grau insignificante de concordancia (0,099) entre os métodos (Tabela 2, Quadro 17).

Tabela 2 - Comparacéo entre os resultados positivos e negativos dos lotes de SFB
testados pelos métodos de ELISAAg e gRT-PCR

Teste

ELISA + ELISA - Total
gRT-PCR + 33 108 141
gRT-PCR - 0 31 31

Total 33 139 172
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E por fim, quando comparados os testes de RT-PCR convencional e gRT-PCR,
constatou-se que houve grau bom de concordancia (0,686) entre os métodos (Tabela 3,
Quadro 17).

Tabela 3 - Comparacdo entre os resultados positivos e negativos dos lotes de SFB
testados pelos métodos RT-PCR convencional e qRT-PCR

Teste RT-PCR + RT-PCR - Total
RT-PCR + 121 20 141
gRT-PCR - 0 31 31

Total 121 51 172

5.9. ANALISE CUSTO-BENEFICIO

Avaliando o quadro de valores percebe-se que o custo fixo mensal dos testes variou
19.5%, sendo o da gRT-PCR mais elevado, por possuir equipamentos mais sofisticados,
gue por consequéncia tem maior valor de depreciacdo, 156,3% a mais, e de certificacao,
207% a mais. Além disso a méo de obra operacional necessita ser mais especializada,
elevando os custos em 100%, o que ajuda a aumentar 0os custos desse item.

Ja4 os custos varidveis por exame, composto pelos descartaveis envolvidos no
processo, sdo 17,7% menos onerosos gquando realizada a qRT-PCR, pois essa técnica
possui uma etapa a menos na reacao toda, com isso, a RT-PCR convencional utiliza mais
esse tipo de material, 0 que encarece o seu diagnéstico.

No cenario 1, considerando a capacidade maxima de exames de cada técnica, o
gasto para a realizacdo de uma amostra pela RT-PCR convencional é de R$ 110,21,
enquanto que para a mesma andlise pela gRT-PCR, o custo é de R$ 82,07 (quadro 18),
revelando que nesse cenario a qRT-PCR é 25,5% mais econdmica que a RT-PCR

convencional.
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Quadro 18 — Cenario 1: custos envolvidos na andlise de uma amostra pela RT-PCR
convencional e qRT-PCR, com a capacidade maxima de exames para cada técnica

Custos RT-PCR qRT-PCR Variacao

(%)

A. Custo fixo (R$/més) RS 29.767,79 | RS 35.562,63 19,5%
A.1. Depreciagdo de bens duraveis e semiduraveis RS 1.291,91 | RS 3.311,51 | 156,3%
A.2. Certificacdo RS 374,55 | RS 1.149,79 207,0%
A.3. M3o de obra operacional RS 3.000,00 | RS 6.000,00 100,0%

A.4. M3o de obra administrativa RS 23.200,00 | RS 23.200,00 0,0%

A.5. Agua e energia elétrica RS 1.901,32 | RS 1.901,32 0,0%

B. Custo variavel (R$/més) RS 56.331,19 | RS 92.668,58 64,5%
B.1. Custo variavel (RS/exame) RS 56,33 | RS 46,33 -17,7%
B.2. Nimero de exames/més 1.000 2.000 100,0%

| C. custo total (R$/més) | R$ 86.098,98 | R$ 128.231,20 | 48,9%
| B.2. Ntimero de exames/més 1.000 | 2.000 | 100,0%
‘ D. Custo total médio (R$/exame) ‘ RS 86,10 ‘ RS 64,12 ‘ -25,5%
‘ E. 28% - Reserva de gestdo IB (25%) + Taxas bancarias (3%) ‘ RS 24,11 ‘ RS 17,95 ‘ -25,5%
‘ F. Custo total médio final (R$/exame) ‘ R$ 110,21 ’ RS 82,07 ‘ -25,5%

O custo total mensal é 48,9% maior na qRT-PCR porém esse valor é compensado

quando se leva em conta que essa técnica tem o dobro da capacidade de realizacdo de

exames em comparacdo a convencional. Dessa maneira, a qRT-PCR consegue ter menor

custo por exame.

Para que as duas técnicas se igualem no custo total mensal é necessario que sejam

analisadas, no minimo, 1.090,69 amostras por més na gRT-PCR, como apontado no quadro

19 com o cenério 2. Se o numero de amostras for menor do que 1.090,69, o custo total

mensal volta a ser maior na qRT-PCR:
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Quadro 19 - Cenério 2: custos envolvidos na andlise de uma amostra pela RT-PCR

convencional e gRT-PCR, com valores iguais para o custo total mensal

Custos RT-PCR qRT-PCR Variagao
(%)
A. Custo fixo (RS/més) RS 29.767,79 | RS 35.562,63 19,5%
A.1. Depreciacdo de bens duraveis e semidurdveis RS 1.291,91 | RS 3.311,51 156,3%
A.2. Certificacdo RS 374,55 | RS 1.149,79 207,0%
A.3. M3o de obra operacional RS 3.000,00 | RS 6.000,00 | 100,0%
A.4. M3o de obra administrativa RS 23.200,00 | RS 23.200,00 0,0%
A.5. Agua e energia elétrica RS 1.901,32 | RS 1.901,32 0,0%
B. Custo variavel (R$/més) RS 56.331,19 | RS 50.536,34 -10,3%
B.1. Custo variavel (RS/exame) RS 56,33 | RS 46,33 | -17,7%
B.2. Nimero de exames/més 1.000 1.090,69 9,1%
| C. custo total (R$/més) | R$ 86.098,98 | RS 86.098,97 | 0,0%
| B.2. Nimero de exames/més 1.000 | 1.090,60 | 9,1%
| D. Custo total médio (R$/exame) |R$ 86,0 | RS 78,94 | -8,3%
| E. 28% - Reserva de gestiio IB (25%) + Taxas bancarias (3%) | RS 24,11 | RS 22,10 | -8,3%
| F. Custo total médio final (R$/exame) |R$ 11021 |R$ 101,04 | -83%

Em outro cenario, o 3, para que o valor total médio final por amostra, da qRT-PCR,

ndo seja maior do que o valor da RT-PCR convencional, € necessério que sejam feitas, no

minimo 894,3 amostras por més. Ainda assim, compensara a utilizacdo da gRT-PCR

(quadro 20).
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Quadro 20 - Cenéario 3: custos envolvidos na andlise de uma amostra pela RT-PCR
convencional e qRT-PCR, com valores iguais para o custo total médio final da

amostra
Custos RT-PCR qRT-PCR Variagao
(%)
A. Custo fixo (R$/més) RS 29.767,79 | RS 35.562,63 19,5%
A.1. Depreciacdo de bens duraveis e semidurdveis RS 1.291,91 | RS 3.311,51 156,3%
A.2. Certificacao RS 374,55 | RS 1.149,79 207,0%
A.3. M3o de obra operacional RS 3.000,00 | RS 6.000,00 | 100,0%
A.4. M3o de obra administrativa RS 23.200,00 | RS 23.200,00 0,0%
A.5. Agua e energia elétrica RS 1.901,32 | RS 1.901,32 0,0%
B. Custo varidvel (R$/més) RS 56.331,19 | RS 41.436,75 -26,4%
B.1. Custo varidvel (RS/exame) RS 56,33 | RS 46,33 | -17,7%
B.2. NUmero de exames/més 1.000 894,3 | -10,6%
| C. Custo total (R$/més) | RS 86.098,98 | RS 76.999,38 | -10,6%
‘ B.2. Nimero de exames/més 1.000 ‘ 894,3 ‘ -10,6%
‘ D. Custo total médio (R$/exame) ‘ R$ 86,10 ’ RS 86,10 ‘ 0,0%
| E. 28% - Reserva de gest3o IB (25%) + Taxas bancérias (3%) | RS 24,11 | RS 2411 | 0,0%
| F. Custo total médio final (R$/exame) |R$ 110,21 |[RS 11021 | 0,0%

E se feita a mesma quantidade de analise, por més, levando em conta a capacidade

maxima da RT-PCR convencional (1.000 exames), o custo por amostra da qRT-PCR fica

mais baixo do que pela RT-PCR convencional, como demonstrado no cenério 4 (quadro 21):
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Quadro 21 - Cenério 4: custos envolvidos na andlise de uma amostra pela RT-PCR
convencional e qRT-PCR, com numero igual de amostras por més

Custos RT-PCR qRT-PCR Variacao
(%)
A. Custo fixo (R$/més) RS 29.767,79 | RS 35.562,63 19,5%
A.1. Depreciagdo de bens duraveis e semiduraveis RS 1.291,91 | RS 3.311,51 | 156,3%
A.2. Certificacdo RS 374,55 | RS 1.149,79 207,0%
A.3. M3o de obra operacional RS 3.000,00 | RS 6.000,00 | 100,0%
A.4. M3o de obra administrativa RS 23.200,00 | RS 23.200,00 0,0%
A.5. Agua e energia elétrica RS 1.901,32 | RS 1.901,32 0,0%
B. Custo variavel (R$/més) RS 56.331,19 | RS 46.334,29 -17,7%
B.1. Custo variavel (RS/exame) RS 56,33 | RS 46,33 | -17,7%
B.2. Nimero de exames/més 1.000 1.000 0,0%
| C. custo total (R$/més) | RS 86.098,98 | RS 81.896,91 | -4,9%
| B.2. Ntimero de exames/més 1.000 | 1.000 | 0,0%
| D. Custo total médio (R$/exame) |R$ 86,0 | RS 81,90 | -4,9%
| E. 28% - Reserva de gestiio IB (25%) + Taxas bancarias (3%) | RS 24,11 | RS 22,93 | -4,9%
‘ F. Custo total médio final (R$/exame) ‘ R$ 110,21 ’ RS 104,83 ‘ -4,9%

Quando feita uma simulacao, cenario 5, em que a RT-PCR convencional fosse capaz

de analisar mais amostras do que o real, seria necessario que fossem analisadas 3852

amostras por més para que ela se igualasse ao custo da amostra quando processada pela

gRT-PCR em sua capacidade maxima de 2000 amostras por més (quadro 22).
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Quadro 22 - Cenério 5: custos envolvidos na andlise de uma amostra pela RT-PCR
convencional e gRT-PCR, com maior numero de exames por més pela RT-PCR

convencional

Custos RT-PCR qRT-PCR Variagao
(%)

A. Custo fixo (R$/més) RS 29.767,79 | RS 35.562,63 19,5%
A.1. Depreciacdo de bens duraveis e semidurdveis RS 1.291,91 | RS 3.311,51 156,3%
A.2. Certificacao RS 374,55 | RS 1.149,79 207,0%
A.3. M3o de obra operacional RS 3.000,00 | RS 6.000,00 100,0%
A.4. M3o de obra administrativa RS 23.200,00 | RS 23.200,00 0,0%
A.5. Agua e energia elétrica RS 1.901,32 | RS 1.901,32 0,0%

B. Custo variavel (R$/més) RS 216.987,76 | RS 92.668,58 -57,3%
B.1. Custo varidvel (RS/exame) RS 56,33 | RS 46,33 -17,7%
B.2. NUmero de exames/més 3.852 2.000 | -48,1%

| C. Custo total (R$/més) R$ 246.755,54 | RS 128.231,20 | -48,0% |
‘ B.2. Nimero de exames/més 3.852 ‘ 2.000 | -48,1% ‘
‘ D. Custo total médio (R$/exame) ’ RS 64,06 ’ RS 64,12 | 0,1% ‘
| E. 28% - Reserva de gest3io IB (25%) + Taxas bancérias (3%) | RS 17,94 | RS 17,95 | 01% |
‘ F. Custo total médio final (RS/exame) ‘ RS 82,00 ‘ RS 82,07 | 0,1% ‘
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6. DISCUSSAO

O limite de deteccdo encontrado na RT-PCR convencional mostrou alta sensibilidade
analitica do teste, tanto para o BVDV-1 (10! TCIDso/50uL), como para o BVDV-2 (10°
TCIDso/50uL), embora a qRT-PCR tenha apresentado melhor desempenho, pois obteve
sensibilidade analitica de 10! TCIDso/50uL para o BVDV-1 e 102 TCIDso/50uL para o BVDV-
2, sendo 100 vezes mais sensivel do que o primeiro método citado.

Para a formacéo da curva padrdo da gRT-PCR o limite de deteccéo foi de 10! copias
de RNA/uL, e quando realizada a RT-PCR convencional do RNA sintético, detectou-se até a
diluicdo 10* cépias de RNA/UL, indicando que nesse caso a qRT-PCR foi 1000 vezes mais
sensivel. Isso porque a deteccao do DNA amplificado quando utilizada a eletroforese em gel
de agarose, com coloragdo, por exemplo, por brometo de etidio ou gel red, faz com que o
acumulo das fitas de DNA “brilhem” quando expostas a luz ultravioleta, mas o grau de
precisao é limitado uma vez que a discriminacdo é feita pelo tamanho do fragmento em
pares de base (pb) (KIDD et al., 2000).

Ficou evidente a necessidade de ajustes constantes para manter a sensibilidade da
RT-PCR, uma vez que a mudanca de reagentes como, por exemplo, primers de uma nova
confeccdo, podem modificar esse cenario, se considerarmos que as temperaturas ideais
para a reagdo podem variar, sendo necessario, portanto, um acompanhamento constante. O
gue vale também para o controle de RNA, utilizado em todas as provas da qPCR, que
facilmente se deteriora com condicdes de congelamento e descongelamento, ficando
evidente a necessidade de troca periédica do mesmo e/ou o fracionamento em pequenas
aliquotas, para que sejam utilizadas apenas em uma reacdo. Além disso, foi possivel
perceber uma grande diferenca entre reacdes feitas com diferentes marcas de primers,
chegando a concluséo de que a qualidade da sintese dos mesmos interfere na qualidade da
reacdo. E, ainda, quando os reagentes sdo adquiridos separadamente, diferente de quando
se utiliza um kit comercial padronizado, como é o caso do VetMAX™ da Apllied
Biosystems™ a estabilidade da reacdo é prejudicada pela influéncia que cada reagente
tem, como diferencas na temperatura de anelamento entre primers e sondas, e na escolha
da regido viral para desenho dos mesmos, 0 que prejudica os resultados (dados nao
mostrados), e necessita de ajustes maiores e mais precisos. O mesmo foi descrito por
Nascimento e colaboradores (2012) que ressaltaram que a eficiéncia das reacdes de
amplificacdo por RT-PCR e gRT-PCR dependem de diversos fatores, tais como: o cuidado
na pipetagen, a qualidade e integridade das amostras (molde de RNA/cDNA e DNA),
desenho dos primers, desenho das sondas (quando o sistema utilizado for a TagMan),

condicbes de termociclagem (temperatura de desnhaturacdo, anelamento dos primers),
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qualidade e quantidade dos reagentes e também o tamanho do produto a ser amplificado.
Condicdes especificas para cada experimento devem ser padronizadas (NASCIMENTO et
al., 2012).

O kit comercial VetMAX™ da Apllied Biosystems™, comprova que a devida
padronizagdo torna a reagdo muito estavel em relacdo as curvas formadas no grafico do
software.

Ainda em relacdo a gRT-PCR observou-se que as amostras de campo, com
guantidade viral muito baixa, 10* e 10° possuem concentracdo muito préxima ao ponto de
corte da prova, consequentemente nao se observa repetibilidade de resultado. Mas quando
apresentam valores de cp, 0 programa gera a concentracdo, porém informa que
estdo fora da curva padrado, e, ainda, quando o cp delas é muito alto, maiores que 38, ele
indica que o nivel de confianga daquele resultado é baixo. Sendo assim h& sempre a
necessidade de aliar ao resultado emitido pelo software a andlise critica de quem realiza a
prova.

Quando comparadas as duas técnicas moleculares, evidenciou-se a vantagem do
método quantitativo em relagéo ao convencional por sua mecanizagédo do processo, que faz
diminuir o risco de contaminacdo entre amostras e também o torna mais agil, possibilitando,
dessa maneira, um aumento no niumero de amostras testadas em um mesmo periodo, além
da prova ser mais especifica devido a utilizacdo da sonda para o fragmento alvo e ainda a
leitura é feita através da captacdo de fluorescéncia, dispensando procedimentos adicionais
como a corrida eletroforética dos produtos em gel de agarose e fotodocumentacdo
(MACKAY et al.,, 2002), tudo isso aliado a maior sensibilidade analitica encontrada no
presente trabalho.

Apos determinada a sensibilidade analitica da RT-PCR convencional e validada a
curva padrdao da gRT-PCR, foram entdo testados os lotes comerciais de SFB. Na
comparagdo dos dois testes, que identificam os bidtipos 1 e 2 do virus, o resultado
demonstrou que as duas técnicas apresentam boa concordancia. A gqRT-PCR foi 1000 mais
sensivel, apresentando ponto de corte de 10! copias de RNA/UL, enquanto que a RT-PCR
convencional apresentou ponto de corte de 10* cépias de RNA/uUL. Esta diferenca de
sensibilidade aliada a estabilidade do kit comercial explica 0 nimero maior de amostras (20)
detectadas pela qRT-PCR.

Constatou-se alta frequéncia de positivos tendo em vista que o lote de SFB é
composto por um “pool” de amostras, provenientes de rebanhos endémicos. Esta
positividade poderia ser mais alta considerando-se que o lote é formado por uma mistura de
soros de fetos positivos e negativos, sendo que a maior probabilidade é de negativos,
ocorrendo uma diluicdo viral, existindo assim a possibilidade de falso negativo, pois a

amostra pode estar abaixo do limiar de deteccdo dos métodos utilizados. No entanto isso
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ndo significa que o BVDV esteja viavel nesse produto que € de grande importancia
comercial, pois como descrito anteriormente, durante a producdo dos lotes ocorre um
tratamento por radiacdo ultravioleta e uma filtragem dos soros, justamente para que
possiveis particulas virais sejam inativadas ou eliminadas. Mas, mesmo ndo sabendo se sdo
particulas virais infecciosas ou ndo, a alta frequéncia de lotes positivos revelados pelo
método molecular nos mostra a eficiéncia desse teste em detectar presenca, mesmo que
em pequenas quantidades, de particulas virais (TAKIUCHI et al.,2005).

Houve melhor desempenho pelas provas moleculares quando comparado com o
ELISAAg, prova disso foi a baixa concordancia entre os métodos. Essa divergéncia de
resultados pode ser explicada pelo fato de que o kit € mais indicado para a analise de tecido
de orelha. O préprio fabricante alerta para este fato quando se testa soro, pois 0s anticorpos
presentes podem interferir na prova, gerando falsos negativos. O principio do ELISAAg é a
captura do antigeno anticorpos monoclonais especificos. Caso haja no soro anticorpos
policlonais contra o BVDV, estes podem bloquear a detec¢do do antigeno, sendo este fato
comum para bezerros Pl contendo anticorpos colostrais. Isso ocorre também com soro de
fetos no terco final da gestacao, apos o feto ja ter desenvolvido sistema imune, pode haver
presenca simultdnea de virus e anticorpos contra BVDV (MOENNIG, LIESS, 1995;
GROOMS, 2006). Dessa maneira, podem ter ocorrido resultados falsos negativos devido a
competicdo com anticorpos presentes no SFB.

Além disso, existe uma diferenca na sensibilidade diagndstica dos testes, pois cada
um tem como alvo de identificagdo uma regido diferente do virus, sendo o ELISA para uma
proteina estrutural (E™) e as moleculares para a regido 5'UTR, ndo traduzida do virus, o
gue pode contribuir para a diferenca encontrada. Isso também pode explicar o fato de nédo
ter havido correlacdo entre positividade e carga viral, pois uma amostra com maior carga
viral pode ndo apresentar a regido alvo que a técnica identifica, e, ao contrario, amostras
com baixas cargas virais podem estar enquadradas na regido alvo detectada pelo
diagnéstico.

Outra hip6tese para a divergéncia de resultados é que os reagentes utilizados no kit
de ELISAAg nao refletirem a nossa realidade, ja que o kit comercial utilizado é produzido
fora do pais, e lembrando que a regido alvo conservada do virus, que é utilizada, pode ndo
ser representativa das cepas circulantes no Brasil, evidenciando a necessidade de validacao
do teste nas condigbes brasileiras. Para verificar isso, € necessario que sejam feitos
sequénciamentos de amostras detectadas como positivas, e também das néo identificadas
pelo kit, e alinhamento desses resultados com sequéncias de virus provenientes de
amostras de campo.

Enquanto todos os laboratérios nao fizerem a analise das sequéncias gendmicas dos

virus, é essencial que laboratérios de referéncia continuem seus esforcos na pesquisa
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genotipica do virus para alertarem o0s outros laboratorios diagnosticos sobre possiveis
variantes virais que podem estar sendo perdidas no diagnéstico desta virose (DUBOVI,
2013). A identificacdo do HoBi-like entre os pestivirus € um exemplo da necessidade de
vigilancia continua, e da necessidade de desenvolvimento de novos ensaios para deteccao
de estirpes virais divergentes (SCHIRRMEIER et al., 2004, STAHL et al., 2007, LIU et al.,
2008).

Quando ocorrem infec¢Bes de vacas susceptiveis no final da gestagéo o virus atinge
o feto e o animal nasce portador de anticorpos, podendo estar livre do virus (GROOMS et
al., 2006). Para avaliar a presenca de anticorpos nos lotes de SFB foi utilizada a VN. A baixa
frequéncia encontrada indica que houve infeccdo pré-natal contudo devido ao grande
namero de fetos (média de 250) utilizados para a composi¢do do lote de SFB, ndo é
possivel inferir a frequéncia de infecgéo, podendo obter resultados falsos negativos devido a
diluicdo da amostra.

Em relag&o a analise custo-beneficio, o resultado dos calculos indicou que a RT-PCR
em tempo real, além de: (I) ter mais agilidade, (Il) maior confianga e chances de acerto,
devido a menor manipulagdo humana, (Ill) mais especifica e mais sensivel como
demonstrado com resultados desse trabalho, (V) possibilitar a quantificacdo da amostra,
ainda tem um menor custo por amostra. Esse conjunto de fatores evidencia as vantagens
reais dessa técnica.

Para o produtor a oferta desse método soO trara beneficios, uma vez que ele
conseguira obter resultados do diagnostico mais rapido, podendo dessa maneira tomar
decisBes mais velozes em relagédo ao seu rebanho e ao animal testado, e, quando preciso,
eliminar animais positivos que estariam em contato com animais sadios, perpetuando a
doenca no rebanho e, ainda, pagara menos pelo teste. Dessa maneira 0 produtor estara
economizando duas vezes, quando ele paga menos pelo exame solicitado e também
quando ele elimina o animal doente mais rapidamente evitando as perdas econdmicas

possiveis se outros animais fossem contaminados.
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7. CONCLUSAO

1. A gRT-PCR foi 1.000 vezes mais sensivel em relacdo a RT-PCR convencional, além
disso apresenta a vantagem de ser uma prova quantitativa, mais agil, mais precisa, de
custo menor do que a RT-PCR convencional, 0 que a torna mais vantajosa para o

diagndstico da Diarreia Viral Bovina.

2. Constatou-se alta frequéncia de lotes de SFB positivos para BVDV, em todos 0os métodos
realizados, sendo a maior pela qRT-PCR. Mas houve divergéncia de resultados quando
comparou-se ELISAAg com os métodos moleculares, alertando para a possibilidade da
presenca de estirpes no Brasil com diferengas significativas em relacdo as de outros
paises. Isto indica que deve haver mais estudo com relagdo as estirpes virais circulantes

no Brasil, para que se consiga desenvolver ELISAAg préprio para a regiao.

3. A VN ndo é um método eficiente para apontar infec¢édo fetal, devido a alta diluicdo do
soro, caso haja um feto reagente ao BVDV na composicao do lote de SFB.
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ANEXO 2 - Comisséo de ética (verso)
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ANEXO 3 — Quadro com os dados individuais das amostras de SFB testadas por RT-PCR convencional, gRT-PCR, ELISA Ag e
Virusneutralizagdo do experimento

AMOSTRA RT-PCR gqRT-PCR ELISA VN
N° Convencional Resultado Cp Concentracdo DO  Resultado

RAG 05-01 POS POS 25.63 242 x 10° 1.799 POS NR
RAG 05 - 86 POS POS 28.30 4.34 x 10* 1.536 POS NR
RAG 05 - 590 POS POS 29.58 1.87 x 10* 0.145 NEG NR
RAG 05 - 607 POS POS 29.22 2.38 x 10* 0.661 POS NR
RAG 05 - 1020 POS POS 28.21 4.60 x 10* 0.110 NEG NR
RAG 05 - 1794 POS POS 26.40 1.48 x 10° 0.355 POS NR
RAG 05 - 1842 POS POS 27.92 5.57 x 10* 0.213 NEG NR
RAG 05 - 1843 POS POS 26.87 1.10x 10° 0.155 NEG NR
RAG 05 - 1852 POS POS 28.68 3.38 x 10* 0.160 NEG NR
RAG 05 - 1853 POS POS 28.83 3.07 x 10* 0.258 NEG NR
RAG 05 - 1868 POS POS 29.64 1.81 x 10% 0.095 NEG 20
RAG 05 - 1869 POS POS 30.64 9.29 x 108 0.110 NEG NR
RAG 05 - 1875 POS POS 30.77 8.54 x 103 0.185 NEG NR
RAG 05 -1930 POS POS 30.54 9.95 x 103 0.886 POS NR
RAG 05 - 1938 POS POS 27.12 9.36 x 10* 0.175 NEG NR
RAG 06 - 66 POS POS 29.52 1.95 x 104 0.350 POS NR
RAG 06 - 68 POS POS 28.86 3.01 x 10* 0.250 NEG NR
RAG 06 - 153 POS POS 29.94 1.48 x 10* 0.218 NEG NR
RAG 06 - 200 NEG POS 30.09 1.34 x 10* 0.081 NEG NR
RAG 06 - 250 NEG POS 31.50 5.21 x 108 0.114 NEG NR
RAG 06 - 251 POS POS 29.49 1.98 x 10* 0.160 NEG NR
RAG 06 - 252 POS POS 30.62 9.39 x 108 0.094 NEG NR

RAG 06 - 253 POS POS 29.84 1.58 x 10* 0.152 NEG NR



AMOSTRA
N°

RAG 06 - 254
RAG 06 - 255
RAG 06 - 256
RAG 06 - 257
RAG 06 - 258
RAG 06 - 260
RAG 07 - 51
RAG 07 - 52
RAG 07 - 53
RAG 07 - 54
RAG 07 - 55
RAG 07 - 56
RAG 07 - 57
RAG 07 - 111
RAG 07 - 146
RAG 07 - 148
RAG 07 - 157
RAG 07 - 192
RAG 07 - 851
RAG 07 - 858
RAG 07 - 859
RAG 08 -1616
RAG 08 -1617
RAG 08 -1678
RAG 08 -1688

RAG 09 - 1355

RT-PCR
Convencional
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS

Resultado
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS

gRT-PCR

Cp Concentracéo

29.97
31.00
28.33
29.02
34.50
29.62
30.30
29.90
28.80
29.26
26.96
30.65
29.59
28.86
27.18
29.27
29.35
28.54
29.14
29.18
28.77
28.72
27.91
28.54
28.59
28.58

1.45 x 104
7.31x 103
4.26 x 10*
2.70 x 10*
6.77 x 10?
1.83 x 104
1.16 x 104
1.52 x 104
3.13 x 10*
2.31 x 104
1.03 x 10°
1.37 x 104
2.83 x 10*
4.55 x 10*
1.27 x 10°
3.48 x 10*
3.32 x 104
5.58 x 10*
4.38 x 10*
4.27 x 10*
4.83 x 10*
4.98 x 10*
8.23 x 10*
5.56 x 10*
5.39 x 10*
5.43 x 10*

DO
0.215
0.088
0.121
0.142
0.097
0.793
0.685
0.108
0.129
0.072
0.136
0.087
0.129
0.141
0.081
0.675
0.485
3.288
0.130
0.094
0.151
0.101
0.067
0.242
0.127
0.099

ELISA
Resultado
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
POS
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
40
NR
NR
NR
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AMOSTRA
N°

RAG 09 - 1357
RAG 09 - 1397
RAG 09 - 1677
RAB 10 - 606
RAB 10 - 609
RAB 10 - 610
RAB 10 - 656
RAB 10 - 657
RAB 10 - 1066
RAB 10 - 1164
RAB 10 - 1324
RAB 10 - 1344
RAB 10 - 1393
RAB 10 - 1395
RAB 10 - 1603
RAB 10 - 1604
RAB 10 - 1605
RAB 10 - 1606
RAB 10 - 1607
LVB/11 - 1366
LVB/11 - 1573
LVB/11 - 3555
LVB/11 - 3556
LVB/11 - 3557
LVB/11 - 3955
LVB/11 - 4863

RT-PCR
Convencional
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS

Resultado
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS

gRT-PCR
Cp Concentracéo

28.79 4.76 x 10*
26.50 1.91x10°
26.54 1.85 x 10°
2784 8.60 x 10*
24.99 4.63 x 10°
25.62 3.20 x 10°
31.09 1.01 x 10*
27.34 1.16 x 10°
25.51 3.41x10°
32.18 4,54 x 103
25.68 3.08 x 10°
34.69 6.29 x 102
29.64 2.74 x 10*
27.37 1.14 x 10°
28.36 6.24 x 10*
27.54 1.03 x 10°
27.34 1.16 x 10°
27.95 2.76 x 10*
28.78 1.61 x 10*
28.31 2.18 x 10*
29.60 1.18 x 10*
29.58 9.56 x 103
32.32 1.62 x 10°
31.06 3.66 x 103

DO
0.104
1.106
1.087
0.382
4.218
1.461
0.185
0.207
2.660
0.182
1.772
0.141
0.073
0.410
0.330
0.156
0.157
0.102
0.090
0.458
0.131
0.711
0.597
0.590
0.084
0.067

ELISA

Resultado
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
NEG
POS
NEG
POS
NEG
NEG
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
POS
POS
POS
NEG
NEG

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
20
NR
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N°

LVB/11 - 4922
LVB/11 - 4923
LVB/11 - 7309
LVB/11 - 7310
LVB/11 - 9094
LVB/11 - 9949
LVB/11 - 9951
LVB/11 - 10155
LVB/11 - 11897
LVB/11 - 12915
LVB/11 - 12927
LVB/11 - 12928
LVB/11 - 17204
LVB/11 - 17858
LVB/11 - 17910
LVB/11 - 17911
LVB/11 - 17912
LVB/11 - 17913
LVB/11 - 20104
LVB/11 - 21977
LVB/11 - 21978
LVB/11 - 21979
LVB/11 - 24875
LVB/11 - 25412
LVB/11 - 26766
LVB/11 - 26849

RT-PCR
Convencional
POS
POS
NEG
POS
POS
NEG
POS
NEG
POS
NEG
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
NEG
POS
POS
POS

Resultado
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS

gRT-PCR
Cp Concentracéo

29.44 1.05 x 10*
29.11 1.30 x 10*
29.60 9.45 x 108
30.83 4.26 x 10°
30.86 4.17 x 103
30.84 4.23 x 10°
30.88 411 x 103
34.54 3.75 x 102
28.90 1.49 x 10*
35.79 1.70 x 10?
34.33 4.39 x 102
31.59 2.59 x 103
27.18 4.56 x 10*
29.66 9.08 x 103
30.70 4.62 x 108
31.03 3.72x 103
28.75 1.64 x 10*
32.79 1.19 x 10°
31.08 3.62 x 103
31.70 2.40 x 103
31.69 2.43 x 103
34.14 4.95 x 102
32.76 1.21x 108
31.22 3.31x 108
31.96 2.05 x 103
29.35 1.11 x 10*

DO
0.095
0.151
0.115
0.115
0.116
0.117
0.107
0.101
0.650
0.099
0.125
0.108
0.434
0.099
0.734
0.828
1.023
0.890
0.121
0.083
0.088
0.090
0.144
0.104
0.125
2.146

ELISA

Resultado
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
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N°
LVB/11 - 26850
LVB/11 - 26851
LVB/11 - 26852
LVB/11 - 26853
LVB/11 - 26854
LVB/11 - 26855
LVB/11 - 26856
LVB/11 - 26857
LVB/11 - 26858
LVB/11 - 26859
LVB/11 - 26860
LVB/11 - 26861
LVB/11 - 26862
LVB/11 - 26863
LVB/11 - 26864
LVB/11 - 26865
LVB/11 - 26866
LVB/11 - 26867
LVB/11 - 26868
LVB/11 - 26869
LVB/11 - 26870
LVB/11 - 26871
LVB/11 - 26872
LVB/11 - 26873
LVB/11 - 26874
LVB/11 - 26875

RT-PCR
Convencional
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
NEG
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

Resultado
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
NEG
POS
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
NEG

gRT-PCR

Cp Concentracéo
26.83 6.28 x 10*
30.20 7.60 x 103
37.35 1.25x 108
35.90 2.65 x 10?
38.27 7.20 x 10t

DO
0.096
0.088
0.085
2.529
0.092
0.091
1.576
0.098
0.112
0.130
0.117
0.096
0.091
0.103
0.106
0.112
0.126
0.138
0.103
0.097
0.090
0.097
0.112
0.122
0.104
0.116

ELISA
Resultado
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
NEG
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
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N°

LVB/11 - 26876
LVB/11 - 26877
LVB/11 - 26878
LVB/11 - 26879
LVB/11 - 26880
LVB/11 - 26881
LVB/11 - 26882
LVB/11 - 26883
LVB/11 - 27196
LVB/11 - 27197
LVB/11 - 29884
LVB/11 - 30659
LVB/11 - 32050
LVB/11 - 33406
LVB/11 - 33407
LVB/11 - 33112
LVB/11 - 33113
LVB/11 - 34790
LVB/12 - 1726
LVB/12 - 2883
LVB/12 - 7859
LVB/12 - 10288
LVB/12 - 12261
LVB/12 - 12562
LVB/12 - 12348
LVB/12 - 13795

RT-PCR
Convencional
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
NEG
POS
NEG
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
NEG
POS
POS

Resultado
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
POS
NEG
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS

gRT-PCR
Cp Concentracéo

37.55 1.06 x 10?
27.47 4.14 x 10*
33.04 1.38 x 103
36.54 2.97 x 102
31.17 4.35 x 103
37.33 2.23 x 102
27.95 3.20 x 10*
29.51 1.19 x 10*
32.55 2.01x 108
32.91 1.94 x 103
32.05 2.66 x 10°
31.15 4.41 x 103
27.60 3.99 x 10*
29.17 1.49 x 104
29.14 1.52 x 10*
27.91 3.30 x 10*
30.84 5.28 x 103
36.30 3.35 x 10?
32.63 1.92 x 108

DO
0.131
0.142
0.130
0.126
0.110
1.528
0.102
0.110
0.356
0.127
0.115
0.185
0.107
0.261
0.225
0.108
0.219
0.117
0.064
0.074
0.058
0.074
0.123
0.049
0.128
0.099

ELISA

Resultado
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
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N°

LVB/12 - 13796
LVB/12 - 15591
LVB/12 - 15604
LVB/12 - 16425
LVB/12 - 18829
LVB/12 - 19797
LVB/12 - 20767
LVB/12 - 20768
LVB/12 - 20769
LVB/12 - 22776
LVB/12 - 23020
LVB/12 - 23341
LVB/12 - 23347
LVB/12 - 25708
LVB/12 - 26850
LVB/12 - 28157
LVB/12 - 28167
LVB/12 - 29449
LVB/12 - 30368
POSITIVOS
NEGATIVOS
TOTAL

RT-PCR
Convencional
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
121
51
172

Resultado
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS

gRT-PCR

Cp Concentracéo

30.79
29.18
30.95
28.02
29.90
32.04
29.74
29.27
29.59
31.11
28.96
29.26
30.12
37.36
27.66
28.87
27.98
28.61

141

31
172

5.44 x 10®
1.47 x 10*
4.96 x 10°
2.70 x 10*
9.37 x 10®
2.64 x 103
1.03 x 10*
1.34 x 10*
1.14 x 10*
4.51 x 10®
1.69 x 10*
1.40 x 10*
8.15 x 103
2.32 x 10?
5.20 x 10*
2.03 x 10*
3.13x10*
2.11 x 10%

DO
0.095
0.136
0.115
0.193
0.122
0.130
0.156
0.148
0.187
0.163
0.168
0.161
0.131
0.151
0.120
0.174
0.215
0.156
0.195

ELISA

Resultado
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

33

139
172

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

169
172
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ANEXO 4 - Sequéncia do BVDV-1, estirpe NADL, retirada do GenBank®, alinhada com o virus padrdo NADL do LVB

M31182.1|BVDV 1-NADL
LVB_BVD I

(continuacao)

M31182.1|BVDV 1-NADL
LVB_BVD I

(continuacao)

M31182.1|BVDV 1-NADL
LVB_BVD I

(continuacao)

M31182.1|BVDV 1-NADL
LVB_BVD I

D e e e T I
GAGGCTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTAGCATAATGAGGGGGGTAGCAACAGTGGTGAGTTCGTTGGATGGCTTAAGCCCTGAGTACAGGGTAGTCGTCA
TTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTAGCATAATGAGGGGGGTAGCAACAGTGGTGAGTTCGTTGGATGGCTTAAGCCCTGAGTACAGGGTAGTCGTCA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
B e T e e I
GTGGTTCGACG - CCTTGGAATAAAG GTCTCGAGATGC CACGTGGACGAGGGCATGCCCAAAGCACATCTTAACCTGAGCGGGGGTCGC CCAGGTAA
GTGGTTCGACG - CCTTGGAATAAAG GTCTCGAGATGC CACGTGGACGAGGGCATGCCCAAAGCACATCTTAACCTGAGCGGGGGTCGC CCAGGTAA

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

O O e e I I T e
AAGCAGTTTTAACCGACTGTTACGAATACAGCCTGATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGTATTGCTAC TAAAAATCTCTGCTGTACATGGCACATGG
AAGCAGTTTTAACCGACTGTTACGAATACAGCCTGATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGTATTGCTAC TAAAAATCTCTGCTGTACATGGCACATGG

I
AGTTGA
AGTAAA
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ANEXO 5 - Sequéncia de um isolado de BVDV-2 , do gene 5’UTR (KIM et al., 2009), retirada do GenBank®, alinhada com o virus padréo VS-253 do LVB

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
e e e e e e e e I I
FJ387322.1| BVDV2 12814306 (B) CATGCCCTTAGTAGGACTAGCAAAAGGAGGGGACTAGCGGTAGCAGTGAGTTCATTGGATGGCCGAACCCCTGAGTACAGGGGAGTCGTCAATGG
LVB _BVD II AGCCATGCCCTTAGTAGGACTAGCAAAAGGAGGGGACTAGCGGTAGCAGTGAGTTCATTGGATGGCCGAACCCCTGAGTACAGAGGAGTCGTCAATGG
(continuacao)
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

B e T e e I
FJ387322.1| BVDV2 12814306 (B) TTCGACACTCCTTCAGTTGAGGAGTCTCGAGATGCCATGTGGACGAGGGCATGCCCACGGCACATCTTAACCCATGCGGGGGCTGCATGGGTGAAAGCGC
LVB BVD II TTCGACACTCCTTCAGTTGAGGAGTCTCGAGATGCCATGTGGACGAGGGCATGCCCACGGCACATCTTAACCTATGCGGGGGCTGCATGGGTGAAAGCGC

(continuacao)
210 220 230 240 250 260 270 280
T T T T T e e e I
FJ387322.1| BVDV2 12814306 (B) CATTCGTGGCGTTATGGACACAGCCTGATAGGGTGTAGCAGAGACCTGCTATCCCGCTAGTAAAAAAACTCTGCTGTACATGGCAC
LVB_BVD II CATTCGTGGCGTTATGGACACAGCCTGATAGGGTGTAGCAGAGACCTGCTATCCCGCTAGTAAARAACTCTGCTGTACATGCAACA
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ANEXO 6 - Tabulag&o dos custos envolvidos na RT-PCR convencional e qRT-PCR para detec¢cdo do BVDV-1 e 2.

Tipo QTD por

Tipo Material Descricdo Material Embalagem Custo embalagem Preco Unitario QTD Uso % Uso
PCR e qPCR | 1_Extracao Materiais fixos Descarte do Fluxo Unitario Unidade Fixo 1 R$ 15,00 200,00% | R$ 30,00
PCR e qPCR | 1_Extracao Materiais Saco lixo fluxo Pacote Unidade Variavel 50 R$ 5,55 4,00% R$ 0,22
PCR e qPCR | 1_Extracao Materiais fixos Estante microtubo Unitario Unidade Fixo 1 R$ 48,97 200,00% | R$ 97,93
PCR e gPCR | 1_Extracéo Materiais Microtubo 1,5 mL Pacote Unidade Variavel 500 R$ 33,39 0,40% R$ 0,13
PCR e gPCR | 1_Extracéo Materiais Ponteiras 1 mL com filtro Pacote Unidade | Variavel 1000 R$ 186,03 1,10% R$ 2,05
PCR e qPCR | 1_Extracao Materiais Ponteira 100 pL com filtro Pacote Unidade Variavel 1000 R$ 182,68 5 0,50% R$ 0,91
PCR e gPCR | 1_Extracéo Materiais ;?rr;teiras 2001yl com Pacote Unidade Variavel 1000 R$ 182,68 5 0,50% R$ 0,91
PCR e gPCR | 1_Extracéo Materiais fixos | Pipeta de 100 - 1000 pL Unitario Unidade Fixo 1 R$ 444,49 1 100,00% | R$ 444,49
PCR e gPCR | 1_Extracéo Materiais fixos | Pipeta de 20 - 200 pL Unitario Unidade Fixo 1 R$ 411,18 1 100,00% | R$ 411,18
PCR e qPCR | 1_Extragéo Materiais fixos Pipeta de 10 - 100 pL Unitéario Unidade Fixo 1 R$ 411,18 1 100,00% R$ 411,18
PCR e qPCR | 1_Extracado Materiais fixos | Suporte de pipetas Unitario Unidade Fixo 1 R$ 163,09 1 100,00% | R$ 163,09
PCR e qPCR | 1_Extracao Materiais Tubo Falcon 50 mL Pacote Unidade Variavel 20 R$ 34,68 3 15,00% R$ 5,20
PCR e gPCR | 1_Extragéo Materiais fixos Caneta para microtubo Caixa Unidade Fixo 12 R$ 22,30 1 8,33% R$ 1,86
PCR e qPCR | 1_Extracao Materiais fixos Lixeira com pedal 15 L Unitario Unidade Fixo 1 R$ 41,70 1 100,00% | R$ 41,70
PCR e gPCR | 1_Extragéo Materiais Saco autoclave Pacote Unidade Variavel 10 R$ 12,90 1 10,00% R$ 1,29
PCR e qPCR | 1_Extracao Materiais Descarte de Liquido Unitario Unidade Variavel 1 R$ 0,35 1 100,00% | R$ 0,35
PCR e qPCR | 1_Extracado Materiais fixos | Termdmetro Refrigerador Unitario Unidade Fixo 1 R$ 50,00 1 100,00% | R$ 50,00
PCR e gPCR | 1_Extracéo Materiais Gaze Rolo Metros Variavel 90 R$ 69,00 0,8 0,89% R$ 0,61
PCR e qPCR | 1_Extracio Equipamentos g;?g;cge QLI Unitario Unidade | Fixo 1 R$  24.000,00 1 100,00% | R$  24.000,00
PCR e qPCR | 1_Extracao Equipamentos | Centrifuga refrigerada Unitario Unidade Fixo 1 R$ 27.831,00 1 100,00% | R$ 27.831,00
PCR e gPCR | 1_Extracéo Equipamentos | Vortex Unitario Unidade Fixo 1 R$ 668,00 1 100,00% R$ 668,00
PCR e gPCR | 1_Extragéo Equipamentos Espectofotbmetro Unitario Unidade Fixo 1 R$ 7.273,24 1 100,00% R$ 7.273,24
PCR e gPCR | 1_Extracéo Equipamentos | Refrigerador Unitario Unidade Fixo 1 R$ 1.539,00 1 100,00% | R$ 1.539,00
PCR e gPCR | 1_Extragéo Reagentes Alcool Frasco mL Variavel 1000 R$ 24,93 2 0,03% R$ 0,01
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Método Tipo Material Descricdo Material Embalagem Medida JLZZ?O en?gga?oerm Preco Unitario QTD Uso % Uso
PCR e qPCR | 1_Extracao Reagentes Isopropanol Frasco mL Variavel 1000 R$ 14,98 0,8 0,08% R$ 0,01
PCR e qPCR | 1_Extracao Reagentes Cloroférmio Frasco mL Variavel 1000 R$ 21,78 0,2 0,02% R$ 0,0044
PCR e gPCR | 1_Extracéo Reagentes Trizol LS Frasco mL Variavel 200 R$ 765,92 0,75 0,38% R$ 2,87
PCR e qPCR | 1_Extracao Reagentes RNAzap Frasco mL Variavel 250 R$ 187,38 0,083 0,03% R$ 0,06
PCR e qPCR | 1_Extracao Reagentes Nuclease Free Water Frasco mL Variavel 1000 R$ 182,00 0,05 0,01% R$ 0,01
PCR e gPCR | 1_Extracéo EPIs Luvas Caixa Unidade Variavel 1000 R$ 19,85 6 0,60% R$ 0,12
PCR e qPCR | 1_Extragéo EPIs Avental Pacote Unidade Variavel 10 R$ 21,24 1 10,00% R$ 2,12
PCR e gPCR | 1_Extracéo EPIs Méscara Caixa Unidade | Variavel 50 R$ 4,90 2 4,00% R$ 0,20
PCR e gPCR | 1_Extracéo EPIs Touca Pacote Unidade Variavel 100 R$ 5,00 1 1,00% R$ 0,05
PCR e gPCR | 1_Extracéo EPIs Pro-pé Caixa Unidade Variavel 100 R$ 7,99 2 2,00% R$ 0,16
PCR e gPCR | 1_Extracéo Materiais fixos | Borrifador Plastico Unitéario mL Fixo 1 R$ 13,50 1 100,00% | R$ 13,50
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais Descarte do Fluxo Pacote Unidade Variavel 100 R$ 216,32 0,033 0,03% R$ 0,07
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais fixos Estante microtubo Unitario Unidade Fixo 1 R$ 48,97 2 200,00% | R$ 97,93
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais fixos | Cooler Unitario Unidade Fixo 1 R$ 356,50 2 200,00% | R$ 713,00
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais Microtubo 1,5 mL Pacote Unidade Variavel 500 R$ 33,06 1 0,20% R$ 0,07
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais Microtubo 0,2 mL Pacote Unidade Variavel 1000 R$ 248,97 2 0,20% R$ 0,50
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais Ponteiras 1 mL com filtro Pacote Unidade Variavel 1000 R$ 186,03 2 0,20% R$ 0,37
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais ]fi’ltt)rr;teiras 490 UL s Pacote Unidade Variavel 1000 R$ 182,68 2 0,20% R$ 0,37
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais Ponteira 100 pL com filtro Pacote Unidade Variavel 1000 R$ 182,62 2 0,20% R$ 0,37
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais Ponteira 10 pL com filtro Pacote Unidade Variavel 1000 R$ 168,91 4 0,40% R$ 0,68
PCR e gPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais fixos Pipeta 0,1 - 2,5 pL Unitario Unidade Fixo 1 R$ 643,41 1 100,00% R$ 643,41
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais fixos Pipeta de 0,5 - 10 pL Unitario Unidade Fixo 1 R$ 477,82 1 100,00% R$ 477,82
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais fixos Pipeta de 2 - 20 pL Unitario Unidade Fixo 1 R$ 411,20 1 100,00% R$ 411,20
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais fixos Pipeta de 20 - 200 uL Unitario Unidade Fixo 1 R$ 411,18 1 100,00% R$ 411,18
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais fixos Pipeta de 100 - 1000 pL Unitario Unidade Fixo 1 R$ 444,49 1 100,00% R$ 444,49
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais fixos Suporte de pipetas Unitéario Unidade Fixo 1 R$ 163,09 1 100,00% R$ 163,09
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais fixos Caneta para microtubo Caixa Unidade Fixo 12 R$ 22,30 1 8,33% R$ 1,86
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais fixos Lixeira com pedal 15 L Unitario Unidade Fixo 1 R$ 41,70 1 100,00% R$ 41,70
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Preco Unitario

% Uso
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embalagem

QTD Uso

100,00%

PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais fixos Termbmetro Freezer Unitéario Unidade Fixo 1 R$ 50,00 1 R$ 50,00
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais Saco autoclave Pacote Unidade Variavel 10 R$ 12,90 1 10,00% R$ 1,29
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais Gaze Rolo Metros Variavel 90 R$ 69,00 0,8 0,89% R$ 0,61
gPCR 2_Mistura reagentes | Materiais .T.:;Za e Eome [ Pacote Unidade Variavel 50 R$ 1.673,00 0,01 0,02% R$ 0,33
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Equipamentos Fluxo laminar Unitario Unidade Fixo 1 R$ 9.132,94 1 100,00% R$ 9.132,94
PCR e gPCR | 2_Mistura reagentes | Equipamentos | Centrifuga microtubos Unitéario Unidade Fixo 1 R$ 1.175,61 1 100,00% | R$ 1.175,61
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Equipamentos | VOrtex Unitario Unidade Fixo 1 R$ 668,00 1 100,00% | R$ 668,00
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Equipamentos Freezer Unitario Unidade Fixo 1 R$ 1.579,00 1 100,00% | R$ 1.579,00
PCR 2_Mistura reagentes | Reagentes Access Quick + AMV Unitario Unidade Variavel 100 R$ 1.709,00 1 1,00% R$ 17,09
PCR 2_Mistura reagentes | Reagentes Primers Convencional (2) Frasco mL Variavel 2 R$ 140,00 | 0,0025 0,13% R$ 0,18
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Reagentes Isopropanol Frasco mL Variavel 1000 R$ 14,98 0,3 0,03% R$ 0,0045
PCR e gPCR | 2_Mistura reagentes | Reagentes RNAzap Frasco mL Variavel 250 R$ 187,38 0,083 0,03% R$ 0,06
gPCR 2_Mistura reagentes | Reagentes Kit VetMAX™ Unitéario Unidade Variavel 100 R$ 1.712,92 1 1,00% R$ 17,13
gPCR 2_Mistura reagentes | Reagentes gg)g /r_l)_r;)be® SHEES Unitario Unidade Variavel R$ 935,00

PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | EPIs Luvas Caixa Unidade Variavel 1000 R$ 19,85 4 0,40% R$ 0,08
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | EPIs Avental Pacote Unidade Variavel 10 R$ 21,24 1 10,00% R$ 2,12
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | EPIs Mascara Caixa Unidade Variavel 50 R$ 4,90 1 2,00% R$ 0,10
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | EPIs Touca Pacote Unidade Variavel 100 R$ 5,00 1 1,00% R$ 0,05
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | EPIs Pro-pé Caixa Unidade Variavel 100 R$ 7,99 2 2,00% R$ 0,16
PCR e gPCR | 2_Mistura reagentes | Materiais fixos Borrifador Plastico Unitario mL Fixo 1 R$ 13,50 1 100,00% R$ 13,50
PCR e qPCR | 3_Aplicagdo Amostra | Materiais Descarte do Fluxo Unitario Unidade Variavel 100 R$ 216,32 0,033 0,03% R$ 0,07
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Materiais fixos Estante microtubo Unitario Unidade Fixo 1 R$ 48,97 2 200,00% | R$ 97,93
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Materiais fixos Cooler Unitario Unidade Fixo 1 R$ 356,50 1 100,00% R$ 356,50
PCR e gPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Materiais Ponteira 10 puL com filtro Pacote Unidade Variavel 1000 R$ 164,38 1 0,10% R$ 0,16
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Materiais fixos Pipeta de 0,5 - 10 pL Unitéario Unidade Fixo 1 R$ 477,82 1 100,00% R$ 477,82
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Materiais fixos | Suporte de pipetas Unitario Unidade Fixo 1 R$ 163,09 1 100,00% | R$ 163,09
PCR e gPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Materiais fixos Caneta para microtubo Caixa Unidade Fixo 12 R$ 22,30 1 8,33% R$ 1,86
PCR e gPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Materiais fixos Lixeira com pedal 15 L Unitario Unidade Fixo 1 R$ 41,70 1 100,00% | R$ 41,70
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Tipo
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QTD por

Medida embalagem

Método Tipo Material Descricdo Material Embalagem % Uso

Preco Unitério

QTD Uso

100,00%

PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Materiais fixos Termbmetro Freezer Unitéario Unidade Fixo 1 R$ 50,00 1 R$ 50,00
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Materiais Saco autoclave Pacote Unidade Variavel 10 R$ 12,90 1 10,00% R$ 1,29
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Materiais Gaze Rolo Metros Variavel 90 R$ 69,00 0,8 0,89% R$ 0,61
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Equipamentos Fluxo laminar Unitéario Unidade Fixo 1 R$ 9.132,94 1 100,00% R$ 9.132,94
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Equipamentos Centrifuga microtubos Unitario Unidade Fixo 1 R$ 1.175,61 1 100,00% R$ 1.175,61
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Equipamentos | VOrtex Unitario Unidade Fixo 1 R$ 668,00 1 100,00% R$ 668,00
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Equipamentos Freezer Unitario Unidade Fixo 1 R$ 1.579,00 1 100,00% | R$ 1.579,00
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Reagentes Isopropanol Frasco mL Variavel 1000 R$ 14,98 0,3 0,03% R$ 0,0045
PCR e gPCR | 3_Aplicagdo Amostra | Reagentes RNAzap Frasco mL Variavel 250 R$ 187,38 0,083 0,03% R$ 0,06
PCR e gPCR | 3_Aplicagdo Amostra | EPIs Luvas Caixa Unidade Variavel 1000 R$ 19,85 2 0,20% R$ 0,04
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | EPIs Avental Pacote Unidade Variavel 10 R$ 21,24 1 10,00% R$ 2,12
PCR e gPCR | 3_Aplicagdo Amostra | EPIs Méascara Caixa Unidade Variavel 50 R$ 4,90 1 2,00% R$ 0,10
PCR e gPCR | 3_Aplicagdo Amostra | EPIs Touca Pacote Unidade Variavel 100 R$ 5,00 1 1,00% R$ 0,05
PCR e gPCR | 3_Aplicacdo Amostra | EPIs Pro-pé Caixa Unidade | Variavel 100 R$ 7,99 2 2,00% R$ 0,16
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Materiais fixos Borrifador Plastico Unitario mL Fixo 1 R$ 13,50 1 100,00% | R$ 13,50
PCR 4_Sala Amplificacio | Equipamentos Igrr]r\:‘_;"’ic'ador (P Unitario Unidade | Fixo 1 R$  34.240,90 1 100,00% | R$  34.240,90
gPCR 4 _Sala Amplificagcdo | Equipamentos Real Time + computador Unitéario Unidade Fixo 1 R$  200.000,00 1 100,00% R$ 200.000,00
PCR 4 _Sala Amplificacdo | Equipamentos Freezer Unitario Unidade Fixo 1 R$ 1.579,00 1 100,00% R$ 1.579,00
PCR e gPCR | 4_Sala Amplificagdo | Materiais fixos Termometro Freezer Unitario Unidade Fixo 1 R$ 50,00 1 100,00% R$ 50,00
PCR e qPCR | 4_Sala Amplificacdo | Materiais fixos | Termémetro Refrigerador Unitario Unidade Fixo 1 R$ 50,00 1 100,00% | R$ 50,00
gPCR 4 _Sala Amplificacdo | Equipamentos Centrifuga de Placa Unitario Unidade Fixo 1 R$ 99.000,00 1 100,00% R$ 99.000,00
PCR 5 Eletroforese Materiais Descarte do Fluxo Unitario Unidade Variavel 100 R$ 216,32 0,033 0,03% R$ 0,07
PCR 5_Eletroforese Materiais Microtubo 1,5 mL Pacote Unidade Variavel 500 R$ 33,06 1 0,20% R$ 0,07
PCR 5_Eletroforese Materiais Ponteira 100 pL com filtro Pacote Unidade Variavel 1000 R$ 182,62 2 0,20% R$ 0,37
PCR 5 Eletroforese Materiais Ponteira 10 pL com filtro Pacote Unidade Variavel 1000 R$ 168,91 5 0,50% R$ 0,84
PCR 5_Eletroforese Materiais fixos Pipeta de 10 - 100 puL Unitéario Unidade Fixo 1 R$ 411,18 1 100,00% R$ 411,18
PCR 5_Eletroforese Materiais fixos Suporte de pipetas Unitéario Unidade Fixo 1 R$ 163,09 1 100,00% R$ 163,09
PCR 5 Eletroforese Materiais fixos Caneta para microtubo Caixa Unidade Fixo 12 R$ 22,30 1 8,33% R$ 1,86
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embalagem

QTD Uso

100,00%

PCR 5_Eletroforese Materiais fixos Lixeira com pedal 15 L Unitario Unidade Fixo 1 R$ 41,70 1 R$ 41,70
PCR 5_Eletroforese Materiais Saco autoclave Pacote Unidade Variavel 10 R$ 12,90 1 10,00% R$ 1,29
PCR 5_Eletroforese Materiais Gaze Rolo Metros Variavel 90 R$ 69,00 0,8 0,89% R$ 0,61
PCR 5_Eletroforese Materiais fixos | Proveta 50 mL Unitéario Unidade Fixo 1 R$ 7,39 1 100,00% | R$ 7,39
PCR 5_Eletroforese Materiais fixos Proveta 1 Litro Unitario Unidade Fixo 1 R$ 34,16 1 100,00% | R$ 34,16
PCR 5_Eletroforese Materiais fixos Proveta 500 mL Unitario Unidade Fixo 1 R$ 23,45 1 100,00% | R$ 23,45
PCR 5_Eletroforese Materiais fixos | Schott Unitario Unidade Fixo 1 R$ 39,74 1 100,00% | R$ 39,74
PCR 5_Eletroforese Materiais Parafilm Rolo Metros Variavel 38 R$ 90,93 0,005 0,01% R$ 0,01
PCR 5_Eletroforese Equipamentos Balanca semi-analitica Unitario Unidade Fixo 1 R$ 1.622,34 100,00% R$ 1.622,34
PCR 5_Eletroforese Equipamentos Cuba eletroforese Unitario Unidade Fixo 1 R$ 2.035,50 1 100,00% R$ 2.035,50
PCR 5_Eletroforese Equipamentos Fonte da cuba Unitario Unidade Fixo 1 R$ 2.124,38 1 100,00% | R$ 2.124,38
PCR 5_Eletroforese Equipamentos Ig?;ﬂgg?rador * Unitéario Unidade Fixo 1 R$ 10.447,80 1 100,00% R$ 10.447,80
PCR 5_Eletroforese Equipamentos | Microondas Unitario Unidade Fixo 1 R$ 319,00 1 100,00% | R$ 319,00
PCR 5_Eletroforese Reagentes Agarose Frasco Grama Variavel 500 R$ 1.883,00 0,21 0,04% R$ 0,79
PCR 5 _Eletroforese Reagentes TBE 10x Frasco mL Variavel 1000 R$ 125,00 14 1,40% R$ 1,75
PCR 5_Eletroforese Reagentes Gel Red (Uniscience) Frasco mL Variavel 0,5 R$ 661,44 0,001 0,20% R$ 1,32
PCR 5_Eletroforese Reagentes Loading Buffer Frasco mL Variavel 8 R$ 145,24 0,002 0,03% R$ 0,04
PCR 5 Eletroforese Reagentes Par de base Frasco mL Variavel 1 R$ 317,50 0,001 0,10% R$ 0,32
PCR 5 _Eletroforese Reagentes Isopropanol Frasco mL Variavel 1000 R$ 14,98 0,3 0,03% R$ 0,0045
PCR 5_Eletroforese Equipamentos rAe‘flaerri';“’lgf/ﬁsmose Unitério Unidade Fixo 1 R$ 2.766,00 1 100,00% | R$ 2.766,00
PCR 5 _Eletroforese Reagentes RNAzap Frasco mL Variavel 250 R$ 187,38 0,083 0,03% R$ 0,06
PCR 5_Eletroforese EPIs Luvas Caixa Unidade Variavel 1000 R$ 19,85 6 0,60% R$ 0,12
PCR 5_Eletroforese EPIs Avental Pacote Unidade Variavel 10 R$ 21,24 1 10,00% R$ 2,12
PCR 5_Eletroforese EPIs Méascara Caixa Unidade Variavel 50 R$ 4,90 2 4,00% R$ 0,20
PCR 5_Eletroforese EPIs Touca Pacote Unidade | Variavel 100 R$ 5,00 1 1,00% R$ 0,05
PCR 5_Eletroforese EPIs Pro-pé Caixa Unidade Variavel 100 R$ 7,99 2 2,00% R$ 0,16
PCR 5 Eletroforese Materiais fixos Borrifador Plastico Unitario mL Fixo 1 R$ 13,50 1 100,00% R$ 13,50




111

ANEXO 7 - Tabulac&o dos custos referentes a depreciacédo e certificacdo de equipamento e materiais, envolvidos na RT-PCR convencional e gRT-
PCR para detec¢do do BVDV-1 e 2.

) " . Tipo " VidaAutiI Va}lor Depretziagéo valor Certificagéo Dur:{(;éo Certifii:agéo
Método Descri¢do Material Custo Preco Unitério (més) Residual ((ES) (més) (ES)
PCR e gPCR |1 _Extracdo Descarte do Fluxo Fixo R$ 15,00 60 R$ 0,00 R$ 0,25 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gqPCR | 1_Extracéo Saco lixo fluxo Variavel | R$ L e e e e e e
PCR e gPCR |1 _Extracéo Estante microtubo Fixo R$ 48,97 60 R$ 0,00 R$ 0,82 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e qPCR | 1 _Extracdo Microtubo 1,5 mL Variavel | R$ 3339 | - | e e e e e
PCR e qPCR | 1 Extracao Ponteiras 1 mL com filtro Variavel | R$ I e e e D e
PCR e qPCR | 1 _Extracdo Ponteira 100 pL com filtro Variavel | R$ N e e e D e
PCR e gPCR | 1_Extracdo Ponteiras 200 pL com filtro | Variavel | R$ N e e e e e
PCR e gPCR | 1_Extracio Pipeta de 100 - 1000 pL Fixo R$ 444,49 60 R$ 0,00 R$ 7,41 R$ 65,00 12 R$ 5,42
PCR e qPCR | 1_Extracéo Pipeta de 20 - 200 pL Fixo R$ 411,18 60 R$ 0,00 R$ 6,85 R$ 65,00 12 R$ 5,42
PCR e gqPCR |1 _Extracdo Pipeta de 10 - 100 pL Fixo R$ 411,18 60 R$ 0,00 R$ 6,85 R$ 65,00 12 R$ 5,42
PCR e gPCR |1 Extracdo Suporte de pipetas Fixo R$ 163,09 60 R$ 0,00 R$ 2,72 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR |1 _Extracdo Tubo Falcon 50 mL Variavel | R$ KN e e e e D
PCR e gPCR | 1_Extracéo Caneta para microtubo Fixo R$ 22,30 60 R$ 0,00 R$ 0,37 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR |1 Extracdo Lixeira com pedal 15 L Fixo R$ 41,70 60 R$ 0,00 R$ 0,70 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR |1 _Extracdo Saco autoclave Variavel | R$ e e e e e e
PCR e qPCR | 1 _Extracdo Descarte de Liquido Variavel | R$ 035 | - | - | e e e e
PCR e gPCR |1 Extracdo Termdmetro Refrigerador Fixo R$ 50,00 60 R$ 0,00 R$ 0,83 R$ 72,50 12 R$ 6,04
PCR e qPCR | 1 _Extracdo Gaze Variavel | R$ N e T D e T
Cabine de Seguranca
PCR e qPCR |1 _Extracdo Bioldgica Fixo R$ 24.000,00 120 R$ 0,00 R$ 200,00 R$ 750,00 12 R$ 62,50
PCR e qPCR | 1_Extracdo Centrifuga refrigerada Fixo R$ 27.831,00 120 R$ 0,00 R$ 231,93 R$ 300,00 12 R$ 25,00
PCR e gPCR | 1 Extracéo Vortex Fixo R$ 668,00 120 R$ 0,00 R$ 5,57 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR |1 _Extracéo Espectofotdmetro Fixo R$ 7.273,24 120 R$ 0,00 R$ 60,61 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR | 1 Extracéo Refrigerador Fixo R$ 1.539,00 120 R$ 0,00 R$ 12,83 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR |1 _Extracdo Alcool Variavel | R$ e e e e e D
PCR e qPCR | 1 _Extracao Isopropanol Variavel | R$ 1498 | -—— | - | | e e e
PCR e gPCR |1 _Extracdo Cloroférmio Variavel | R$ A e e D e T
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) " . Tipo " VidaAutiI Va}lor Depretziagéo Valor Certificago Dur:{géo Certifif:agéo
Método Descri¢do Material Custo Preco Unitéario (D)) Residual ((ES) (més) (ES)
PCR e gPCR |1 _Extracdo Trizol LS Variavel | R$ 765,92 | - | = | e e e e
PCR e qPCR | 1 Extracao RNAzap Variavel | R$ A e e e D e
PCR e gPCR | 1_Extracdo Nuclease Free Water Variavel | R$ N e e e e e
PCR e gPCR |1 _Extracdo Luvas Variavel | R$ 1985 | - | e | e e e e
PCR e qPCR | 1 Extracao Avental Variavel | R$ A e e D e e
PCR e gPCR |1 _Extracdo Mascara Variavel | R$ e e e e e D s
PCR e qPCR | 1 Extracao Touca Variavel | R$ 500 | - | - | e e e e
PCR e qPCR | 1 _Extracdo Pro-pé Variavel | R$ A e e e e e
PCR e gPCR |1 _Extracdo Borrifador Plastico Fixo R$ 13,50 60 R$ 0,00 R$ 0,23 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gqPCR | 2 Mistura reagentes | Descarte do Fluxo Variavel | R$ A e D e D e
PCR e gPCR | 2_Mistura reagentes | Estante microtubo Fixo R$ 48,97 60 R$ 0,00 R$ 0,82 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gqPCR | 2 Mistura reagentes | Cooler Fixo R$ 356,50 60 R$ 0,00 R$ 5,94 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Microtubo 1,5 mL Variavel | R$ 3306 | - | eee- e e e e
PCR e gqPCR | 2 Mistura reagentes | Microtubo 0,2 mL Variavel | R$ 24897 | - | = | = e e e
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Ponteiras 1 mL com filtro Variavel | R$ I e e e D e
PCR e gPCR | 2_Mistura reagentes | Ponteiras 200 pL com filtro | Variavel | R$ N e e e e e
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Ponteira 100 pL com filtro Variavel | R$ 18262 | - | - | e e e e
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Ponteira 10 uL com filtro Variavel | R$ 16891 | - | - | e e e e
PCR e gPCR | 2 Mistura reagentes | Pipeta 0,1 - 2,5 pL Fixo R$ 643,41 60 R$ 0,00 R$ 10,72 R$ 65,00 12 R$ 5,42
PCR e gPCR | 2 Mistura reagentes | Pipeta de 0,5 - 10 uL Fixo R$ 477,82 60 R$ 0,00 R$ 7,96 R$ 65,00 12 R$ 5,42
PCR e gPCR | 2 Mistura reagentes | Pipeta de 2 - 20 L Fixo R$ 411,20 60 R$ 0,00 R$ 6,85 R$ 65,00 12 R$ 5,42
PCR e gPCR | 2 Mistura reagentes | Pipeta de 20 - 200 pL Fixo R$ 411,18 60 R$ 0,00 R$ 6,85 R$ 65,00 12 R$ 5,42
PCR e gPCR | 2 Mistura reagentes | Pipeta de 100 - 1000 uL Fixo R$ 444,49 60 R$ 0,00 R$ 7,41 R$ 65,00 12 R$ 5,42
PCR e gPCR | 2 Mistura reagentes | Suporte de pipetas Fixo R$ 163,09 60 R$ 0,00 R$ 2,72 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR | 2_Mistura reagentes | Caneta para microtubo Fixo R$ 22,30 60 R$ 0,00 R$ 0,37 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR | 2 Mistura reagentes | Lixeira com pedal 15 L Fixo R$ 41,70 60 R$ 0,00 R$ 0,70 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR | 2 Mistura reagentes | Termdmetro Freezer Fixo R$ 50,00 60 R$ 0,00 R$ 0,83 R$ 72,50 12 R$ 6,04
PCR e gqPCR | 2_Mistura reagentes | Saco autoclave Variavel | R$ 1290 | - | - | = e e e
PCR e gqPCR | 2_Mistura reagentes | Gaze Variavel | R$ N e e D e T
qPCR 2 Mistura reagentes | Placa de corrida Real Time | Variavel R$ 167300 | - | - | e e e e
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2_Mistura reagentes | Fluxo laminar Fixo R$ 9.132,94 120 R$ 0,00 R$ 76,11 R$ 750,00 12 R$ 62,50
PCR e gqPCR | 2 Mistura reagentes | Centrifuga microtubos Fixo R$ 1.175,61 120 R$ 0,00 R$ 9,80 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR | 2 Mistura reagentes | Vortex Fixo R$ 668,00 120 R$ 0,00 R$ 5,57 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR | 2_Mistura reagentes | Freezer Fixo R$ 1.579,00 120 R$ 0,00 R$ 13,16 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR 2 Mistura reagentes | Access Quick + AMV Variavel R$ 170900 | - | - | e e e e
PCR 2_Mistura reagentes | Primers Convencional (2) Variavel | R$ oo e D D e e
PCR e gqPCR | 2 Mistura reagentes | Isopropanol Variavel | R$ e e D e e e
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | RNAzap Variavel | R$ A e e e D e
gPCR 2_Mistura reagentes | Kit VetMAX™ Variavel R$ 171292 | - | - e e e e

Riboprobe® Systems

qPCR 2_Mistura reagentes | SP6/T7 Variavel | R$ 935,00
PCR e gqPCR | 2 Mistura reagentes | Luvas Variavel | R$ 1985 | - | - | e e e e
PCR e gqPCR | 2_Mistura reagentes | Avental Variavel | R$ A e e D e e
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Mascara Variavel | R$ e e e e e e
PCR e gqPCR | 2 Mistura reagentes | Touca Variavel | R$ 500 | - | - | e e e e
PCR e qPCR | 2_Mistura reagentes | Pro-pé Variavel | R$ A e e e e e
PCR e gPCR | 2 Mistura reagentes | Borrifador Plastico Fixo R$ 13,50 60 R$ 0,00 R$ 0,23 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e qPCR | 3 Aplicacdo Amostra | Descarte do Fluxo Variavel | R$ 21632 | - | = | = e e e
PCR e gPCR | 3 Aplicacdo Amostra | Estante microtubo Fixo R$ 48,97 60 R$ 0,00 R$ 0,82 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Cooler Fixo R$ 356,50 60 R$ 0,00 R$ 5,94 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Ponteira 10 uL com filtro Variavel | R$ 16438 | - | - | e e e e
PCR e gPCR | 3 Aplicagcdo Amostra | Pipeta de 0,5 - 10 pL Fixo R$ 477,82 60 R$ 0,00 R$ 7,96 R$ 65,00 12 R$ 5,42
PCR e gPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Suporte de pipetas Fixo R$ 163,09 60 R$ 0,00 R$ 2,72 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Caneta para microtubo Fixo R$ 22,30 60 R$ 0,00 R$ 0,37 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Lixeira com pedal 15 L Fixo R$ 41,70 60 R$ 0,00 R$ 0,70 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Termdmetro Freezer Fixo R$ 50,00 60 R$ 0,00 R$ 0,83 R$ 72,50 12 R$ 6,04
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Saco autoclave Variavel | R$ 1290 | - | - | e e e e
PCR e qPCR | 3 Aplicacao Amostra | Gaze Variavel | R$ 69,00 | - | - | e e e e
PCR e gPCR | 3 _Aplicacdo Amostra | Fluxo laminar Fixo R$ 9.132,94 120 R$ 0,00 R$ 76,11 R$ 750,00 12 R$ 62,50
PCR e gqPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Centrifuga microtubos Fixo R$ 1.175,61 120 R$ 0,00 R$ 9,80 R$ 0,00 12 R$ 0,00
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PCR e gPCR

3_Aplicacdo Amostra | Vértex Fixo R$ 668,00 120 R$ 0,00 R$ 5,57 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Freezer Fixo R$ 1.579,00 120 R$ 0,00 R$ 13,16 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gPCR | 3_Aplicagdo Amostra | Isopropanol Variavel | R$ e e e D e D
PCR e gPCR | 3_Aplicacdo Amostra | RNAzap Variavel | R$ 18738 | - | m- | e e e L e
PCR e gqPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Luvas Variavel | R$ 1985 | - | - | = e e e
PCR e gPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Avental Variavel | R$ 2124 | - | e e e e e
PCR e gqPCR | 3 Aplicacdo Amostra | Mascara Variavel | R$ e e D e e e s
PCR e qPCR | 3_Aplicacdo Amostra | Touca Variavel | R$ O e e e e e
PCR e gqPCR | 3_Aplicagdo Amostra | Pro-pé Variavel | R$ A e e e e e
PCR e gqPCR | 3 Aplicacdo Amostra | Borrifador Plastico Fixo R$ 13,50 60 R$ 0,00 R$ 0,23 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR 4 Sala Amplificacdo | Termociclador (PCR conv.) | Fixo R$ 34.240,90 120 R$ 0,00 R$ 285,34 R$ 852,15 12 R$ 71,01
gPCR 4 Sala Amplificacdo | Real Time + computador Fixo R$ 200.000,00 120 R$ 0,00 R$ 1.666,67 R$ 10.000,00 12 R$ 833,33
PCR 4 Sala Amplificacdo | Freezer Fixo R$ 1.579,00 120 R$ 0,00 R$ 13,16 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR e gqPCR |4 Sala Amplificacdo | Termémetro Freezer Fixo R$ 50,00 60 R$ 0,00 R$ 0,83 R$ 72,50 12 R$ 6,04
PCR e gPCR | 4_Sala Amplificacdo | Termémetro Refrigerador Fixo R$ 50,00 60 R$ 0,00 R$ 0,83 R$ 72,50 12 R$ 6,04
gPCR 4_Sala Amplificacdo | Centrifuga de Placa Fixo R$ 99.000,00 120 R$ 0,00 R$ 825,00 R$ 300,00 12 R$ 25,00
PCR 5 Eletroforese Descarte do Fluxo Variavel R$ 216,32 | - | e | e e e s
PCR 5_Eletroforese Microtubo 1,5 mL Variavel | R$ 33068 - | - | e e e e
PCR 5 Eletroforese Ponteira 100 pL com filtro Variavel R$ N e T e e e e
PCR 5 Eletroforese Ponteira 10 pL com filtro Variavel | R$ e e e T e D
PCR 5 Eletroforese Pipeta de 10 - 100 pL Fixo R$ 411,18 60 R$ 0,00 R$ 6,85 R$ 65,00 12 R$ 5,42
PCR 5 Eletroforese Suporte de pipetas Fixo R$ 163,09 60 R$ 0,00 R$ 2,72 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR 5_Eletroforese Caneta para microtubo Fixo R$ 22,30 60 R$ 0,00 R$ 0,37 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR 5 Eletroforese Lixeira com pedal 15 L Fixo R$ 41,70 60 R$ 0,00 R$ 0,70 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR 5 Eletroforese Saco autoclave Variavel R$ 1290 | - | e | e e e | e
PCR 5 Eletroforese Gaze Variavel R$ 69,00 | - | e | e e e | e
PCR 5 Eletroforese Proveta 50 mL Fixo R$ 7,39 60 R$ 0,00 R$ 0,12 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR 5 Eletroforese Proveta 1 Litro Fixo R$ 34,16 60 R$ 0,00 R$ 0,57 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR 5 Eletroforese Proveta 500 mL Fixo R$ 23,45 60 R$ 0,00 R$ 0,39 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR 5 Eletroforese Schott Fixo R$ 39,74 60 R$ 0,00 R$ 0,66 R$ 0,00 12 R$ 0,00
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) " . Tipo " VidaAutiI Va}lor Depretziagéo valor Certificagéo Dura}géo Certifii:agéo
Método Descri¢do Material Custo Preco Unitéario (UES) Residual (més) (més) (ES)
PCR 5_Eletroforese Parafilm Variavel | R$ e e e e e D
PCR 5 Eletroforese Balanca semi-analitica Fixo R$ 1.622,34 120 R$ 0,00 R$ 13,52 R$ 80,00 12 R$ 6,67
PCR 5_Eletroforese Cuba eletroforese Fixo R$ 2.035,50 120 R$ 0,00 R$ 16,96 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR 5_Eletroforese Fonte da cuba Fixo R$ 2.124,38 120 R$ 0,00 R$ 17,70 R$ 0,00 12 R$ 0,00
Transiluminador +
PCR 5_Eletroforese computador Fixo R$ 10.447,80 120 R$ 0,00 R$ 87,07 12 R$ 0,00
PCR 5 Eletroforese Microondas Fixo R$ 319,00 120 R$ 0,00 R$ 2,66 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR 5 Eletroforese Agarose Variavel R$ 188300 | - | - | = e e e
PCR 5_Eletroforese TBE 10x Variavel | R$ 12500 | - | eee- | e e e e
PCR 5 Eletroforese Gel Red (Uniscience) Variavel | R$ 66144 | - | - | == | e e e
PCR 5 _Eletroforese Loading Buffer Variavel | R$ I e e e e e
PCR 5 Eletroforese Par de base Variavel R$ 31750 | - | e | e e e | e
PCR 5_Eletroforese Isopropanol Variavel | R$ e e e e D e
Aparelho de osmose
PCR 5 Eletroforese reversa 10L/H Fixo R$ 2.766,00 120 R$ 0,00 R$ 23,05 R$ 0,00 12 R$ 0,00
PCR 5 _Eletroforese RNAzap Variavel | R$ A e e e e e
PCR 5 Eletroforese Luvas Variavel R$ 1985 | - | eeem | e | e e | e
PCR 5 Eletroforese Avental Variavel R$ A e T T e e
PCR 5_Eletroforese Mé&scara Variavel | R$ 490 | - | = | e e e e
PCR 5 Eletroforese Touca Variavel R$ SN e e e e e
PCR 5_Eletroforese Pro-pé Variavel | R$ A1) | e e R R e F
PCR 5 Eletroforese Borrifador Plastico Fixo R$ 13,50 60 R$ 0,00 R$ 0,23 R$ 0,00 12 R$ 0,00




INSTITUTO ilOLOGICO

SECRETARIA DE
AGRICULTURA E ABASTECIMENTO

D 4

GOVERNO DO ESTADO DE

SAO PAULO

TRABALHANDO POR VOCE



