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PCR em tempo real para diagnostico da leucose enzodtica bovina

Enzootic bovine leukosis real time PCR
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar a validagéo
de uma reagdo em cadeia da polimerase em tempo real com o
sistema Plexor® (qPCR) para o diagnéstico da Leucose
Enzodtica Bovina (LEB), por meio da comparagdo com testes
de diagnéstico recomendados pela Organizagcdo Mundial de
Salde Animal (OIE). A gPCR foi comparada com duas outras
técnicas: a PCR nested (nPCR) e a imunodifusdo em gel de
agar (IDGA). Das 82 amostras analisadas pela gPCR e nPCR,
79 apresentaram resultados concordantes, sendo a
concordancia, classificada pelo indice Kappa, como alta. Entre
as PCRs e a IDGA, o nimero de resultados concordantes foi de
71 e 69, respectivamente, para qPCR e nPCR, sendo a
concordancia classificada como consideravel. A gPCR
apresentou altos valores de sensibilidade e especificidade. Os
valores preditivos da qPCR observados demonstraram a alta
capacidade de classificagdo dos casos positivos e negativos. A
gPCR néo foi capaz de detectar trés amostras positivas e tem
custo ligeiramente superior que a nPCR. Entretanto, a qPCR ¢
uma técnica mais rapida, menos susceptivel a contaminacdes,
tem alta sensibilidade, ndo utiliza e ndo gera residuos
carcinogénicos. Concluimos que a qPCR pode substituir a
nPCR recomendada pela OIE no diagndstico de rotina em
areas em que a LEB é endémica, como no Brasil.
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ABSTRACT

The goal of this research was to validate a Plexor®
real time Polymerase Chain Reaction (qPCR) for Enzootic
Bovine Leukosis (EBL) diagnosis by comparison with methods
recommend by the World Animal Health Organization (OIE).
The qPCR was compared with two other techniques: the nested

PCR (nPCR) and to the agar gel immunodiffusion (AGID). Of
82 gPCR and nPCR analysed samples, 79 presented concordant
results, being the concordance classified by Kappa Index as
high. Between the PCRs and AGID, the number of concordant
results was 71 and 69, out of 82, to gPCR and nPCR,
respectively, being the concordance classified as considerable,
in both cases. The qPCR presented high specificity and sensitivity
values. The observed gPCR negative and positive predictive
values show that the gPCR has a high capacity to correctly
classify positive and negative results. The gPCR was not able to
detect three positive animals and has a lightly higher cost than
the nPCR. However, the qPCR its faster, less prone to
contamination, has a high sensitivity and does not use or
generate carcinogenic residues. We conclude that the gPCR
may be used to replace the OIE nPCR technique in routine
diagnosis in areas where EBL is endemic, as is the case of
Brazil.
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INTRODUCAO

A Leucose Enzoodtica Bovina (LEB) é uma
doenga infecto-contagiosa de carater cronico causada
pelo Bovine Leukenia Virus (BLV), um retrovirus, da
familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae,
género Deltaretrovirus (ICTV, 2009).

Segundo a legislagdo brasileira (BRASIL,
2006), os animais de Centros de Coleta e Processamento
do Sémen, cujo s€men sera destinado & exportagao,
devem apresentar resultados negativos para LEB na
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imunodifusdo em gel de Agar (IDGA) ou por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) em uma amostra de soro
obtida no minimo 30 dias ap6s a ultima coleta de sémen,
ou de uma amostra de sémen processado de cada
partida, por reagdo em cadeia da polimerase (PCR). No
inicio de junho de 2011, a Russia informou ao Brasil
que suspenderia a importagdo de 89 unidades
processadoras de carnes, localizadas nos Estados do
Rio Grande do Sul, Parana e Mato Grosso, dentre outras
razdes, alegando que a carne deveria ser oriunda de
animais livres de Brucelose, Tuberculose ¢ LEB. A
Russia importa 45 % da carne bovina e 4 % da carne de
aves exportada pelo Brasil, o que equivaleu em 2010 a
US$ 1,999 bilhdo (DIARIO DARUSSIA, 2011; PORTAL
DO AGRONEGOCIO, 2011). Dentre as medidas
propostas pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para atender as exigéncias do
governo russo, estd a implantagdo do diagnodstico
molecular da LEB em amostras oriundas de carcagas
destinadas a exportacao para a Russia e que apresentem
lesdes compativeis com a LEB (CAMARGOS, 2011 -
Informe Verbal).

Os testes de diagnostico da LEB tém
importantes aplicagdes na Medicina Veterinaria,
incluindo pesquisa, atividade de vigilancia, certificagdo
de areas livres de doengas e estudos epidemioldgicos
(CAMARGOS et al, 2007). As técnicas para pesquisa
de anticorpos recomendadas pela Organizagao Mundial
de Saude Animal (OIE) sdo a IDGA e o ELISA, que
detectam anticorpos contra a glicoproteina do envelope
viral denominada gp51. A PCR ¢ o tUnico teste de
diagnostico direto da LEB recomendado no Manual de
Testes de Diagndstico e Vacinas para Animais
Terrestres da OIE (OIE, 2008). AIDGA foi considerada
por muitos anos a prova de eleigdo pela sua alta
especificidade, sensibilidade e por ser de baixo custo
(REICHEL etal., 1998). Em algumas situagdes, as provas
sorologicas falham na identificagdo dos animais
infectados, por exemplo, no periparto (GENTILE etal.,
1985; EBERTUS et al., 1987), em animais infectados
recentemente, visto que a detec¢do de anticorpos
ocorre no minimo trés semanas apods a infec¢do (DE
BOER et al., 1987), em bovinos permanentemente
soronegativos ou com baixos titulos de anticorpos e
em animais persistentemente infectados pelo BVDV que
apresentam resposta imune deprimida a infecgdes pelo
BLV (EAVES etal., 1994; KLINTEVALL etal., 1994).

A PCR ¢ uma técnica conveniente para
detectar o DNA proviral em amostras de sangue,
suspensdes de orgdos e material tumoral, sendo um
método sensivel que permite um diagnostico rapido e
precoce (BALLAGI-PORDANY et al., 1992).
CAMARGOS et al. (2005), ao avaliar trés técnicas de

diagnostico paraa LEB (IDGA, ELISA e PCR), verificou
que a PCR pode ser utilizada como prova complementar
as provas sorologicas. FECHNER et al. (1996) e
DITTRICH (2004) observaram que a PCR e PCR em
tempo real (qQPCR) detectaram mais animais positivos
que a IDGA e ELISA. A PCR em tempo real, quando
comparada a PCR convencional, de uma forma geral,
tem como vantagens 0 menor tempo gasto na execucao
do ensaio, pois torna desnecessaria a realiza¢do da
eletroforese para visualizagdo dos produtos da PCR e
permite o diagnostico em um numero maior de amostras
por vez; diminui a chance de contaminac¢do das
amostras, pois ndo ¢ necessaria a manipulacdo dos
produtos da PCR e apresenta maior sensibilidade. Além
disso, o custo dos reagentes tem diminuido a cada ano
(KUBISTA etal., 2006).

A validagdo de métodos pode envolver: o
uso de método normalizado, previamente validado por
meio de estudos colaborativos; pela comparagao do
desempenho do método em validagdo com a obtida
por um método de referéncia reconhecido (oficial ou
padrdo internacional) e adequadamente documentado;
o uso de materiais de referéncia; e a documentagdo do
desempenho do método por meio de participagdes em
ensaios de proficiéncia (MAC NEIL et al., 2000; ABNT
NBRISO/IEC 17025,2005).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi
realizar a validagdo de uma gPCR com o sistema Plexor®
para o diagnoéstico da LEB, por meio da comparagao
com testes de diagnostico recomendados pela OIE.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas 82 amostras de sangue
bovino de animais adultos de quatro rebanhos leiteiros
do Estado de Minas Gerais, sendo um dos rebanhos
livre da doenga. A quantidade de amostras utilizadas
no estudo baseou-se nas informagdes descritas por
ESPY etal. (2006) e BURD (2010). A extracdo de DNA
foi realizada de acordo com protocolo descrito por
FONSECA JUNIOR et al. (2010) com alteragdes. Em
100uL de papa de leucdcitos, foram adicionados S0uL
de proteinase K (10mgmL"), 100uL de SDS 10% e 300uL
de tris EDTA (TE). Essa solugdo foi homogeneizada e
incubada a 56°C por 12 horas. Apds a incubagdo,
adicionou-se 200uL de fenol saturado e realizou-se a
homogeneizagao e centrifugagdo (2.000g Smin™'). A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo e adicionou-
se a esta 200uL da solugdo de cloroférmio/alcool
isoamilico na proporgdo de 24:1, esta nova solugao foi
homogeneizada e centrifugada conforme descrito acima.
A fase aquosa foi colocada em um novo tubo e
adicionada a esta duas vezes o volume obtido com
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etanol 95% e 0,1 vezes o volume com acetato de amonio
(M pH 5,6). Esta solucdo foi homogeneizada e
armazenada por duas horas a -70°C e posteriormente
centrifugada (13.000g 10min'). O sobrenadante foi
descartado e acrescentou-se ao microtubo 500uL de
etanol 70%, novamente realizou-se a centrifugacgdo
(13.000g 10min™) e foi descartada a fase aquosa. Apds
secar o pellet, este foi eluido em 80uL de TE e
armazenado a uma temperatura de -20°C, até a sua
utilizagao.

As amostras foram submetidas a uma PCR
para o gene normalizador da beta-actina, de acordo
com o protocolo descrito por CAMARGOS et al. (2008).
O gene env foi escolhido como alvo para a qPCR. Para
definicdo da regido de amplificagdo, foi realizado o
alinhamento de sequéncias dos genes disponiveis no
GenBank no programa Bioedit (HALL, 1999) e também
sequéncias brasileiras caracterizadas por CAMARGOS
et al. (2007). O programa utilizado para desenho dos
primers foi o Plexor Primer Design (Promega,
Wisconsin, USA). A lista de primers sugeridos pelo
programa foi submetida ao programa computacional
PrimerBlast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/) para analise in silico da especificidade. Foi
utilizado o sistema plexor na qPCR com os primers Ple-
F: FAMiso-dC) AGCAAGGCCTGATAATCAGAATCG
ePle-R: AATGCTTGACCTCTCG CCTTTT, que formam
um produto de 100pb. Na padronizagdo da qPCR,
selecionou-se a concentragdo de 15pmoles para os
primers (IDT, lowa, EUA) e 10uL de Plexor® Master
Mix, 2X (Promega, Wisconsin, USA), para um volume
final de reagdo de 20puL. As condi¢des de ciclagem para
as duas reagdes foram determinadas como 95°C por 5
min para desnaturagdo, seguido por 45 ciclos a 95°C
por 20s, 60°C por 40s. O termociclador ABI 7500
(Applied Biosystems, California, EUA) foi utilizado em
todos os testes. A qPCR foi padronizada inicialmente
com DNA extraido da linhagem celular de rim de feto de
carneiro (FLK) persistentemente infectada com o BLV.
A concentragdo de amplicons foi estimada em
espectrofotometro (Nanovue®, GE Healthcare
Buckinghamshire, UK). O controle positivo apresentou
temperatura de melting (Tm) entre 81°C e 82°C. Para
avaliar a especificidade analitica da qPCR, utilizou-se o
sequenciamento do gene env, a partir do DNA das
amostras de células de rim de feto de carneiro (FLK). O
fragmento amplificado foi submetido a PCR de
sequenciamento utilizando-se o BigDye Terminator Kit
(Applied Biosystems, California, EUA), conforme
instru¢des do fabricante. As condi¢des de
termociclagem foram as mesmas utilizadas para a
amplificacdo dos fragmentos desta regido. Para o
sequenciamento, utilizou-se o equipamento ABI Prism

3130 DNA Sequencer (Applied Biosystems, California,
EUA). As sequéncias foram editadas no programa
Bioedit (HALL, 1999) e entdo comparadas no banco de
dados GenBank, através da ferramenta BLAST
(ALTSCHULL et al., 1997), para verificagdo da
similaridade em relagfo as sequéncias ja depositadas.

A determina¢do da sensibilidade analitica
ou limite de detecgdo (LD) foi realizada a partir de
diluigdo de uma amostra de DNA de células FLK
infectadas com BLV. A amostra foi diluida em base dez
até a diluicdo de 10%. O LD foi determinado como a
ultima dilui¢do em que todas as amostras tivessem
resultado positivo. O LD foi confirmado com a repeti¢ao
dessas amostras em triplicata. A nPCR foi realizada
utilizando os primers e o protocolo proposto pela OIE
(2008) com pequenas modificagdes. Amplificacdes
eficientes e reproduziveis foram padronizadas com um
volume final de reagdo de 20uL, sendo 10,6puL de dgua
DEPC; 4uL de tampao 5X Green GoTaq® Reaction
Buffer (Promega, Wisconsin, USA); 0,8uL dos primers
(IDT, Iowa, EUA) (10pmol uL'); 0,4uL dANTP (Ludwig
Biotec, Rio Grande do Sul, Brasil) (10mmolL"); 1,2uL.
de MgCl, (Promega, Wisconsin, USA) (25mM); 0,2uL.
GoTaq® DNA Polymerase (Promega, Wisconsin, USA)
(5,0UpuL"ye2ul de DNA.

A técnica de IDGA foi realizada utilizando
gel de agarose a 1% e tampao borato com pH entre 8,5
e 8,7. Os reagentes foram distribuidos alternadamente
utilizando 25 microlitros dos soros a serem testados,
25uL do soro controle positivo e de antigeno na
cavidade central. Os resultados obtidos na qPCR e
nPCR foram comparados com os obtidos na IDGA.
Esses testes foram comparados avaliando-se o grau
de concordancia com o Indice Kappa (http://
justusrandolph.net/kappa/). A Interpretagio do indice
Kappa foi realizada segundo LANDIS & KOCH (1977):
valores de Kappa <0 - ndo ha concordancia; valores de
Kappa entre 0-0,19 - concordancia pobre; valores de
Kappa entre 0,20-0,39- concordancia aceitavel; valores
de Kappa entre 0,40-0,59 - moderada concordéncia;
valores de Kappa entre 0,60-0,79 - concordancia
consideravel; valores de Kappa entre 0,80-1,00 — alta
concordancia. Foi utilizado o teste de X? para avaliar a
sensibilidade, especificidade e valores preditivos dos
testes (SOARES & SIQUEIRA, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho trata da primeira
descrigdo na literatura de utilizagdo do sistema Plexor®
no diagnéstico molecular da LEB. Esse sistema tem
como caracteristicas a alta sensibilidade, baixo custo e
simplicidade de uso (GASPARIC etal., 2008).

CiénciaRural, v.42, n.8, ago, 2012.



PCR em tempo real para diagnéstico da leucose enzodtica bovina. 1437

O controle da eficiéncia da extragdo de DNA
foi obtido com a PCR para beta-actina, em que foi
observada amplificagdo de um fragmento de 130pb em
todas as amostras, demonstrando a boa qualidade do
DNA extraido e a auséncia de inibidores da PCR. A
especificidade analitica foi confirmada por
sequenciamento, no qual foi observado que a
sequéncia dos amplicons obtidos a partir dos genes
env correspondiam exatamente a sequéncia Arg41 do
BLYV, niimero de acesso no GenBank, FJ914764.

A sensibilidade analitica da qPCR foi de 10ug
de DNA, inferior a descrita na qPCR para o gene pol,
na qual foi possivel detectar o DNA proviral em 10-¥pug
de DNA (KUCKLEBURG etal., 2003). AnPCR e gPCR
apresentaram, quando comparadas, altos valores
de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e negativo, e alto nivel de concordéncia
segundo o Indice Kappa. Os valores preditivos
observados demonstram uma alta capacidade de
classificagdo de amostras positivas e negativas. AqPCR
ndo foi capaz de detectar trés amostras (5%)
amplificadas na nPCR. Na qPCR com Sybr® Green
desenvolvida por DITTRICH (2004), 8% das 50
amostras soropositivas na IDGA deixaram de ser
detectadas. KUCKLEBURG et al. (2003), avaliando 80
amostras e utilizando primers para o gene pol,
verificaram que a qPCR com molecular beacons
detectou 94 % de animais positivos, enquanto a pol
nPCR detectou 98% das amostras de bovinos
soropositivos em ELISA. Para tentar diminuir o niimero
de resultados falso negativos, foram realizadas
tentativas de padronizag¢do de duas outras qPCR
utilizando Sybr® Green e TagMan®, entretanto, os
resultados de sensibilidade e especificidade foram
inferiores aos descritos neste trabalho (Dados nao
apresentados).

Pelos resultados descritos na tabela 1, é
possivel observar uma concordancia consideravel entre
anPCR, qPCR e IDGA no diagnostico da LEB. Alguns
relatos na literatura mostram que a concordancia entre
PCR e IDGA, pode variar de 62% (DITTRICH, 2004) a
83,3% (CAMARGOS et al., 2007). Foi observado um
bovino soropositivo com resultado negativo na nPCR
e qPCR e que 10 bovinos eram soronegativos, mas
positivos na qPCR e 13 soronegativos e positivos na
nPCR. As divergéncias observadas entre resultados
pelos métodos diretos e indiretos de diagnostico da
LEB podem dar a falsa impressdo de baixa
especificidade da nPCR e qPCR quando essas técnicas
sdo comparadas com a IDGA (Tabela 2), entretanto, os
valores obtidos refletem um melhor desempenho dos
métodos diretos no diagnostico da LEB. A néo
identificagdo pela PCR em animais soropositivos foi

Tabela 1 - Concordancia entre reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (qPCR), PCR nested (nPCR) e
imunodifusdo em gel de dgar (IDGA) no diagnostico
da Leucose Enzoética Bovina.

+nPCR -nPCR Total
+qPCR 57 0 57
-gqPCR 3 22 25
Total 60 22 82
Kappa=10,91

+IDGA -IDGA Total
+qPCR 47 10 57
-qPCR 1 24 25
Total 48 34 82
Kappa =0,71

+IDGA -IDGA Total
+nPCR 47 13 60
-nPCR 1 21 22
Total 48 34 82
Kappa = 0,63

constatada também por KUCKLEBURG et al. (2003),
CAMARGOS etal. (2007) e RAMA etal. (2011). Esse
fato pode ser explicado pela existéncia de um pequeno
namero de linfocitos infectados (EAVES et al., 1994;
REICHEL etal., 1998), devido a presenca destas células
apenas nos orgaos (KLINTEVALL et al., 1994) ou
devido a supressdo da multiplicag@o viral em animais
com altos titulos de anticorpos (JIMBA et al., 2011). A
ndo detecgdo de anticorpos pela IDGA em animais
positivos na PCR pode ser causada por infeccao
recente, sendo a colheita das amostras realizada antes
da soroconversdo (DE BOER et al., 1987) ou por
imunossupressdo no periparto (EBERTUS et al., 1987).
NAIF et al. (1992), comparando IDGA, ELISA ¢ PCR,
demonstraram que a PCR diagnostica mais
precocemente a infecgdo do que o ELISA e a IDGA.
KLINTEVALL et al. (1994) verificaram que a PCR
detectou o DNA proviral em linfocitos sanguineos no
sétimo dia pos-infecgdo e os anticorpos foram
detectados primeiro pelo ELISA a partir do 26° dia apds
inoculagdo, enquanto que, pela IDGA, a soroconversido
ocorreu em média a partir do 28° dia pds inoculagdo.
Considerando-se os riscos de contaminacéo
de reagentes e amostras pela manipulagdo dos produtos
da PCR externa, a necessidade de realizacdo de
eletroforese para visualizar resultados e tempo maior
gasto na nPCR para finalizagdo do método, além dos
resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que a
gPCR pode ser utilizada oficialmente no diagnostico
da LEB. A qPCR néo foi capaz de detectar trés amostras
positivas e tem custo ligeiramente superior que anPCR.
Entretanto, a qPCR € uma técnica mais rdpida, menos
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Tabela 2 - Resultados de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo obtidos na comparagdo entre as técnicas para

diagnostico de leucose enzootica bovina.

nPCR x IDGA gqPCR x IDGA gPCR x nPCR
Sensibilidade 0,979 0,979 0,950
Especificidade 0,618 0,706 1
Valor preditivo positivo 0,783 0,824 1
Valor preditivo negativo 0,955 0,960 0,880

Para todas as comparagdoes, o X? apresentou P=0,001.
nPCR: reagio em cadeia da polimerase nested.

IDGA: imunodifusio em gel de agar.

qPCR: reacdo em cadeia da polimerase em tempo real.

susceptivel a contaminagdes, tem alta sensibilidade,
ndo utiliza e ndo gera residuos carcinogénicos.

CONCLUSAO

A gPCR foi validada e comparada com a
nPCR e IDGA e apresentou resultados de sensibilidade
e especificidade semelhante a nPCR. As técnicas
moleculares apresentaram resultados superiores a
IDGA. Levando-se em consideragdo que a LEB ¢
endémica no Brasil e as vantagens e desvantagens da
gPCR, quando comparado com a nPCR, conforme
relatado anteriormente, concluimos que a gPCR pode
ser utilizada no diagnostico oficial dessa enfermidade.
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