DETECGCAO POR PCR E ANALISE DAS SEQUENCIAS DE
NUCLEOTIDEOS OBTIDAS DE LENTIVIRUS DE PEQUENOS
UFRGS RUMINANTES
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Introducao

O virus da artrite encefalite caprina (CAEV) e o virus Maedi Visna dos ovinos (MVV) sao retrovirus denominados de lentivirus de pequenos uminantes
(SRLV) e estao relacionados biologica, fenotipica e antigenicamente. Embora tenham sido descritos inicialmente como espécie especificos, em rebanhos

mistos pode haver a infeccao de caprnnos por MVV e vice-versa.

Esses vinus desencadeiam processos inflamatonos lentos e progressivos podendo atingir articulacoes, puimao, glandula mamana € sistema nervoso. A
principal forma de tfransmissao € atraves da ingestao de colostro efou leite contaminados.

Sao patogenos que causam reducao do bem-estar animal e consideraveis perdas economicas. A maior parte dos programas de controle e prevencao
€ de iniciativa voluntana e tem como motivacao a possibilidade do uso do sfafus de livire da doenca como estrategia de markeling e aumento na produtividade

do rebanho.

O monitoramento geralmente € realizado atraves de testes sorologicos, como imunodifusao e ELISA. A técnica de PCR para deteccao de SRLY tem
sido proposta por varos autores, com diferentes genes alvo e tem apresentado resultados vanados quanto a capacidade de deteccao do virus.
Provavelmente devido a flutuacao na carga proviral e as vanantes virais circulantes.

Objetivo

O objetivo do projeto e otimizar o diagnostico de SRLV por PCR, avaliando diferentes métodos de exiracao de DNA, a im de definir qual o mais
eficiente para os diferentes tipos de amostras (sangue e leite); comparando a eficiencia de amplificacao de diferentes regioes do genoma proviral {(env e gag)
comuns a MVV e CAEV, atraves de heminested PCR e, venficando qual o tipo de amostra (sangue ou leite) € o mais indicado para uso no diagnostico em

questao.

A fim de avaliar a vanabilidade das seqieéencias amplificadas por PCR, utilizaram-se tres amostras de orngem caprina que apresentaram resultado
positivo para o gene gag para que fossem caracternzadas atraves de clonagem e sequenciamento.

Mateniais e Metodos

Animais e amostragem

Amostras de sangue e leite foram colefadas em duas propriedades
leiteiras (uma de cabras e ouftra de ovelhas) do estado do Rio Grande do
Sul cujo diagnastico de SRLY dos animais fora confirmado por sorologia.

O sangue foi coletado da veia jugular em tubos a vacuo, 0s quais
foram mantidos sob refmigeracao por 12 horas. As amostras de leite foram
coletadas minutos antes da ordenha em tubos estereis diretamente do
teto higienizado e mantidos sob refrigeracao por 24 horas.

Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Em um primeiro momento, o matenal extraido foi submetido a uma
PCR para um gene constitutivo (GAPDH) com os primers forward e
reverse, a im de que se vernificasse a eficacia de cada metodo de
extracao.

Em seguida, as amosiras foram submetidas a hemi-nested PCR
para 0s genes gag € enyv, com primers e condicoes especificas para cada
reacao.

Os produtos da PCR foram analisados, apos eletroforese em gel de
agarose a 2%, corados com brometo de elidio e visualizados em

Extracao do DNA

Com a finalidade de obter um niamero maior de células mononucleares
provenientes do sangue e do leite, ambos maltenais biologicos foram
submetidos a centrifugacoes. Ao final desse processo, com uma maior
concentracao dessas celulas por mL, esse matenal fol submetido aos diferentes
meétodos de extracao.

O DNA de todas as amosltras fol extraido por trées métodos de exiracao
diferentes: Silica, FTA® e DNAZol®, sendo que o método de Silica fol realizado
segundo Boom et al. (1990) e os outros dois métodos segundo recomendacoes
do fabricante.

Clonagem e sequenciamento

A partir do peol do DNA purificado de tres amostras de orngem caprina
que apresentaram resultado positivo para o gene gag fol feita a ligacao a um
vetor plasmidial {TOPO TA Cloning®, Invitrogen).

Postenormente bactéenas competentes foram transformadas € apos o
periodo de multiplicacao bactenana, quatro colonias foram isoladas e
submetidas ao processo de extracao do DNA plasmidial {Invisorb® Spin
Plasmid Mini Two, Invitek).

O DNA plasmidial fol encaminhado ao processo de sequenciamento
(ACTGene — Analises Moleculares) para que a sequéencia de DNA clonada
fosse caracterizada.

fransiluminador, sob luz UV.
As sequeéncias oblidas foram submetidas ao BLAST (NCBI) e analisadas

com o auxilio dos programas Mega e Bioedit.

Resultados e Discussao

Os resultados parciais nao demonstraram maior eficiencia de deteccao quanto a utilizacao de primers para gag ou env, pois 0 numero de amostras
detectadas pelos dois genes alvo foi 0 mesmo.

Com relacao ao metodo de extracao de DNA e ao malterial biologico, notamos que, de modo geral, o percentual de amplificacao das amostras de
sangue fol supernor ao das de leile e que 0 método de DNAzol® apresentou o melhor desempenho (Tabela 1).

Quanto a caractenzacao por sequenciamento do DNA viral, a partir dos fragmentos de PCR gag positiva, verficou-se que todas as sequencias obtidas
de amostras capnnas apresentaram similandade com seqiéncias de SRLVs quando submetidas ao BLAST. Comparando-se as sequéncias provaveis de
aminoacidos com o prololipo CAEV-CORK (Figura 1), observou-se a presenca de sete aminoacidos distintos no fragmento analisado. Este fato podena
influenciar no diagnostico sorologico quando utilizados antigenos diferentes dos encontrados nas variantes locais.

Tabela 1 - Resultados da PCR para GAPDH como avaliagao da
extracac de DNA genomico de amostras de sangue e leite pelos

Figura 1 — Alinhamento das sequencias de aminoacidos provaveis
comespondentes aos fragmentos de nucleotideos sequenciados

tres metodos
Sangue Leite C5F(2) 40
CBF (2) 40
Método de N° de PCR’ N° de PCR’ C10F(2) 40
e CHF (2) 40
extracao Amostras (% ) amostras (% ) arvcork - Y HEE 6 N 5
TGG L'_'IE MG .TG’“'_'“& AALCOARNMD P-R ::L'“ -'.ﬁf
DNAZOI® | 270w 62,90 32 oas 31,25 S R RB ARG L
; E
1 2capinas 91,66 10capinas 90,00 CSF(2) . 'm0 . . 80
t CBF (2) ] e . 80
FTA® 3B60vinas 833 360vinas 19.44 C10F (2) ! 1N . . 80
C6F (2) : , am . 80
12 capeinas 5,00 1 Ocaprinas 50,00 CAEV-CORK : M. . . 80
= EA fFL MP-H]{PL:KPML KQK”“»EE"EDFPLRLLQP ELEP?
Silica 300vinas 83,33 Z200vinas 38, 46 _
12c:aprms 41,70 10(:a|:ims 60,00 CI3E {2} 114
C8F (2) 114
*Percentuais de amostras analisadas positivas para a amplificacio do gene GAPDH - }.-5 ‘?T ; ) 1% j
CAEV-COREK : 114

”QP KeLLK:”LSL”xga FCQEPMLRULUQPJ#

T

LABORATORIO
E BIOLOGIA

Referéncias Bibliograficas

%Y
(U | BoomR.,SolC.J., Saliman M. M., Jansen C. L., Wertheim-Van Dillen, P. M. & Noorda V. D. 1990. Rapid and simple method for
| puriication of nucleic acids. Journal of Clinical Microbiology. 28 (3): 495-503.




