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ALAGOAS VESICULOVIRUS - VALIDACAO DE REACAO EM
CADEIA DA POLIMERASE (RT-gPCR) E  ANALISE
FILOGENETICA.

Anapolino Macedo de Oliveira, Cristiano Barros del®/
RESUMO

A Estomatite Vesicular € uma enfermidade infeccibsarigem viral,
gue acomete animais domésticos ungulados e biudwg)lgrincipalmente bovinos,
equinos, suinos, e classificada como uma zoonosaféxmidade é caracterizada pelo
desenvolvimento de lesdes vesiculares na lingua, lgengiva, labios, regido coronéria
dos cascos e tetas (Rodrigues et al. 2007). O pietence a famili&®habdoviridae
ordem Mononegavirales género Vesiculovirus Quatro espécies do género
Vesiculovirussdo responsaveis pelos surtos de estomblie: Jersey, Indiana, Cocal e
Alagoas vesiculovirusEstes virus eram anteriormente classificados @ sbrotipos:
New Jersey e Indianasendo que dndiana incluia os subtipos 1, 2Cpcal) e 3
(Alagoag. O objetivo do presente estudo foi desenvolveraéizar ensaios de validacao
de uma RT-qPCR(s) para a deteccdo do RNAldgoas vesiculovirysconsiderando
os parametros de sensibilidade e especificidadditieaa desempenho analitico
(critérios de repetitividade, reprodutibilidadeneerteza da medi¢cdo. Os parametros da
validacdo mostraram coeficientes de variacdo (CH)xds e equivalentes aos
encontrados em outros trabalhos de validagédo,dnd que os ensaios apresentaram
excelente repetitividade para cada analista, eodepibilidade avaliada entre os
analistas e equipamentos. Além disso, o0 estudo t®mo objetivo realizar o
sequenciamento de amostras Alagoas vesiculovirysrecebidas para diagndstico e
pertencente ao banco de cepas dos LaboratérioeidésiAgropecuarios. As arvores
filogenéticas geradas mostraram que os virus fagmpados em trés grupos: 0 grupo
“A” formado pelo isolado doAlagoas vesiculovirusisolado por Andrade e
colaboradores em 1964; o grupo “B” por isoladosed®dos da regido nordeste e o

grupo “C” por isolados do estado da Bahia, Goids@ntins.

Palavras-Chave Alagoas vesiculovirydilogenia, reacdo em cadeia da polimerase,

sequenciamento,validacao.
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ALAGOAS VESICULOVIRUS - VALIDATION OF POLYMERASE CHIN
REACTION (RT-gPCR) AND PHILOGENETIC ANALYSIS.

Anapolino Macedo de Oliveira, Cristiano Barros deld/

ABSTRACT

Vesicular stomatitis is an infectious diseasevoél origin that
affects ungulate and biungulate domestic animalainiy cattle, horses, pigs, and
classified as a zoonosis. The disease is charaetely the development of vesicular
lesions in the tongue, mouth, gum, lips, coronagian of hooves and teats (Rodrigues
et al. 2007). The virus belongs to the fanfthabdoviridae order Mononegavirales
genus Vesiculovirus Four species of the genus Vesiculovirus are mespte for
outbreaks of stomatitis: New Jersey, Indiana, Cacal Alagoas vesiculovirusThese
viruses were previously classified into two sereg/pNew Jersey and Indiana, and
Indiana included subtypes 1, 2 (Cocal) and 3 (Adesyo The objective of the present
study was to develop and perform validation test@armo RT-gPCR (s) forAlagoas
vesiculovirusRNA detection, considering the parameters of seitgi and analytical
specificity, analytical performance (repeatabilitgriteria, reproducibility) and
measurement. The validation parameters showed d&fficients of variation (CV) and
equivalent to those found in other validation worikglicating that the tests presented
excellent repeatability for each analyst, and rdpeodbility evaluated among the
analysts and equipment. In addition, the study dinte perform the sequencing of
samples fromAlagoas vesiculovirygeceived for diagnosis and belonging to the strai
bank of National Agricultural Laboratories. The geated phylogenetic trees showed
that the viruses were grouped into three groups:"&\ group formed by thélagoas
vesiculovirugsolate isolated by Andrade et al. In 1964; Theugr"B" by isolates from
states of the northeast region and group "C" blaiee from the state of Bahia, Goias

and Tocantins.

Key words: Validation, polymerase chain reactidklagoas vesiculovirysequencing,

phylogeny.



CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A Estomatite Vesicular € uma enfermidade infeccidsaorigem viral,
gue acomete animais domésticos ungulados e biwdwg)lgrincipalmente bovinos,
equinos, suinos, e classificada como uma zoonosafékmidade € caracterizada pelo
desenvolvimento de lesdes vesiculares na lingua, lgengiva, labios, regido coronéria
dos cascos e tetas (Rodrigues et al. 2007). A EdiienVesicular é considerada uma
zoonose e sua transmissdo ocorre geralmente ezgs®gs que mantiveram contatos
com animais infectados (DE Stefano et al. 2002).

Nos bovinos e suinos, a doenca clinica € semellianteebre Aftosa e
por isso ela esta incluida no Programa NaciondPréeencédo e Erradicacdo da Febre
Aftosa como a principal enfermidade vesicular geeessita de diagnostico diferencial
(BRASIL, 2009).

O virus da Estomatite Vesicular pertence a famRisabdoviridae
géneroVesiculoviruse encontra-se amplamente distribuido nas Amérestando até
2012, catalogada como integrante da lista de dsedgeaOIE e citada no Cadigo
Zoossanitario Internacional, da Organizacao Murdkabaude Animal (OIE, 2015).

As primeiras citagbes indicam que a Estomatite dési ocorreu no
século XIX no sudeste dos EUA da América (EUA) éAn@érica Central. Em 1862, a
enfermidade foi relatada em equinos durante a guwévil americana (Rodrigues et al.
2007).

No Brasil, o primeiro isolamento foi feito em 1984artir de amostras
de epitélio de equinos oriundos do estado de Amg@edrade et al. 1980) e
posteriormente, surtos foram relatados nos estel@io Paulo, Minas Gerais, Ceara,
Rio Grande do Norte, Pernambuco, Paraiba, Piauip Keosso, Mato Grosso do Sul,
Goias, Tocantins, Paran& e Santa Catarina, BRAZILY).

A doenca é responsavel por determinar perdas @nosdcioeconémica,
uma vez que os rebanhos acometidos apresentam gaga@ducéo de leite e carne
(Bridges et al. 1997). Acrescenta-se que, a addgd@coes de defesa sanitaria como a

proibicdo do transito animal nas areas do focoterdicdo de propriedades e o gasto



financeiro com medicamentos para o0 tratamento deplcacdes secundarias,
determinam aumento do prejuizo aos produtoress;UE&SA (2012).

Os servicos laboratoriais de diagnostico devemoredgr com rapidez e
acuracia as demandas do servico oficial de defesigasa animal. O diagndstico da
Estomatite Vesicular é realizado com o isolamental ve identificacdo de seus
antigenos a partir de liquido de vesiculas e épsté a pesquisa de anticorpos no soro
dos animais infectados (OIE, 2012). No entantoplproas de ordem pré-analitica
como o encaminhamento de amostras conservadadv@ati@io de diagndstico com
celeridade, surgem pela caracteristica contineshdaBrasil, e podem muitas vezes
determinar a perda de seu valor diagnoéstico.

Métodos de identificagdo dos agentes virais sdsiderados classicos,
porém demandam laboratdrios e equipamentos espadias. O diagndstico baseado
na pesquisa de anticorpos requer cautela na istagdio de resultados pela
possibilidade do aparecimento de rea¢des cruzadigsas sorotipos virais.

Métodos de biologia molecular como a rea¢do emiaatke polimerase
(PCR) e o sequénciamento génico constituem elementgplamente empregados no
diagndstico das enfermidades virais. Esses métoglmessitam de critérios de validacao
para serem disponibilizados como ferramentas segar@xecucao de diagnostico e na
epidemiologia molecular dos agentes virais

2 PROBLEMATICA E RELEVANCIA

A Estomatite Vesicular (EV) é uma enfermidade deatea viral
clinicamente semelhante a Febre Aftosa em suindsownos, cuja importancia
econdmica esta relacionada a queda na producaandosais, restricdes ao mercado e
do transito de animais.

No Brasil, A EV é endémica em algumas regides e2@H a 2014
foram notificados, para a OIE, 129 focos, distiilmsi nos estados das regiées norte,
nordeste, centro-oeste e sudeste. Nesses focosnapal agente envolvido foi o
Alagoas vesiculovirus, anteriormente classificadma virus da estomatite vesicular
Indiana 3.

O Programa Nacional de Erradicacdo da Febre Aftpeavé o
atendimento imediato, pelo Servico de Defesa S@mifnimal, a qualquer suspeita de

enfermidade vesicular com a colheita amostras g@agnostico laboratorial. Ensaios



laboratoriais destinados ao diagndéstico das enflatheis animais estdo relacionados no
Manual de Testes Diagndsticos e Vacinas para Asin&érrestres (2012) da
Organizacdo Mundial de Saude Animal que contemplendermidades dos mamiferos
e aves. Atualmente, o MAPA conta com uma unidader&torial nivel 4- OIE,
responsavel pelo servico de diagndstico de enfeheis vesiculares no Brasil. Por sua
grande variabilidade genética, os vesiculoviruparsaveis pelo surgimento de focos
de estomatite vesicular nos paises dos continemesicanos necessitam de estudos
continuos visando a sua caracterizacdo e buscaéttelos de diagndéstico rapidos e
sensiveis.

A credibilidade dos laboratorios esta cada vez nmalacionada ao
atendimento as normas internacionais que estalpelssguisitos gerenciais e técnicos
para ensaios laboratoriais tecnicamente validoS\(RBIBR ISO/IEC17025).

3. OBJETIVOS

A biologia molecular € uma ferramenta de grandeomdmcia para o
diagndstico das enfermidades dos animais e, nestiédg, o objetivo do presente
estudo € desenvolver e validar uma RT-gPCR voltmaliagnostico da Estomatite
Vesicular. Constitui também objeto do trabalhoagcterizagdo génica de amostras do
Alagoas Vesiculovirugsoladas em laboratorios da rede oficial do Maearist da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, por ensagsequenciamento génico.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Historia

A estomatite vesicular teve seus primeiros relatms continente
americano a partir da metade do século XIX. O wéssabalho de Hanson (1952)
sobre a histéria da Estomatite Vesicular no munmbm& que surtos da doenca foram
relatados na regido leste dos Estados Unidos nos de 1801, 1802 e 1817,
acometendo o rebanho bovino, suinos e cavalos.

Em 1862, surtos de estomatite incapacitaram mai.@@0 cavalos de
servico durante a guerra civil americana. As ppaid epidemias de Estomatite
Vesicular nos Estados Unidos ocorreram em bovineguenos em 1889, 1906, 1916,
1926, 1937, 1949, 1982 e 1995, (Letchworth, et1809; Schmitt, B., 2002).



Ainda segundo Hanson (1952), a primeira citacaestiamatite vesicular
no continente europeu data de 1915, durante a ipaingeierra mundial, quando
veterinarios franceses observaram a presenca @®iksssna lingua e intensa salivacao,
em cavalos, oriundos dos Estados Unidos e Canada.

Os primeiros casos de estomatite vesicular no memi africano foram
relatados por Theiler (1901) em que descreveu to siar doenca em mulas no ano de
1897, na provincia de Transvaal, Africa do Suljrela nesse pais, a doenca causou
graves surtos no gado bovino nos anos de 1934,6.9983.

O surto nos Estados Unidos de 1916 acometeu underatmero de
equinos, mulas e bovinos, porém a identificacdagente somente foi realizada em
1926 no estado de Indiana, e o virus denominados a Estomatite Vesicular de
Indiana (VSIV). Um ano apos, um virus isolado dehowino no estado de Nova Jersey
foi denominado de virus da Estomatite Vesicular Newsey (VSNJ) (Rodrigues et al.
2007). Deste modo, os dois principais sorotipoarfoclassificados como New Jersey e
o Indiana, sendo o ultimo conhecido como Indiangrbtotipo original) (Schmitt,
2002; Rodriguez et al. 2002; Sepulveda et al. 2B@drigues et al. 2007).

O New Jersey vesiculovirus foi o responsavel pocaale 80 % dos
casos registrados nos EUA e no México ocorridoUitimas duas décadas do século
passado. (Rodriguez et al. 2000; Rainwater et08l7 R

Velazquez-Salinas et al. (2014) estudaram isolaciosulantes nos
México e Estados Unidos, no periodo de 2005 a 2BIgs classificaram um novo
grupo emergente de virus da estomatite vesicular Mgsey de origem Mexicana que
determinou surtos nos Estados Unidos.

A doenca assume o carater endémico no norte daigdandop Sul,
América Central, sul do México e, esporadicamente,norte desse ultimo e no
sudoeste dos Estados Unidos, (DE Stefano et a2; 2@@chworth et al. 1999).

Os paises da América do Sul como Venezuela, Cofyntiquador e
Peru ao sul do México, a doenca € endémica e onarferma de surtos anuais e de
carater sazonal, associada a transicdo do perfadmso para o seco (Rodriguez et al.
2002).

4.2 — A Estomatite Vesicular no Brasil
O primeiro isolamento do virus da Estomatite Vdaicumo Brasil foi

realizado no estado de Alagoas, a partir de ansodiEaequinos. No episodio, o virus



isolado foi classificado como Indiana 3, atddagoas Vesiculoviryspor apresentar
diferencas antigénicas em relacdo ao sorotipo hadih e Indiana 2, atualmente
classificados comtndiana e Cocal vesiculoviru&ndrade et al. 1980).

Pustiglione Netto et al. (1967) no municipio de &aria-SP, isolou o
primeiro virus Cocal no Brasil , éxito também alg@eo por Arita & Arita (1983), em
amostras de equinos oriundos do municipio de Ribd#reto-SP, no ano de 1979.

Alagoas vesiculovirusoram isolados por Rocha Araujo et al. em 1977
no municipio de Araguai, em Minas Gerais, por AtoRsrnandes & Sondal (1985), em
Sergipe, e por Pituco et al. em 1989 na regidoale ®o Paraiba, em Séo Paulo.

Kotait (1990), utilizando a prova de imunodifusdomc antigeno
produzido porAlagoas vesiculovirysncontrou a presenca de anticorpos em 1,64% das
amostras de soros bovinos e 4,36% em amostraga@eeuinos, oriundas de um surto
no Vale do Paraiba no ano de 1986.

Pesquisa de anticorpos dirigidos paraAtagoas vesiculovirusem
amostras de soro de bovinos de corte do estadcade’8ulo foi realizada por DE
Stefano et al. (2003), que encontraram em provaoameutralizacéo titulos variando
de 1,9 a 2,8 para o virus Indiana 1 em 2,5% d&9kthostras analisadas.

Inzaurralde (1997) realizou estudo com 5.200 radok de testes
laboratoriais para Estomatite Vesicular de amostrasebidas pelo Centro
Panamericano de Febre Aftosa durante o period®6é ¢ 1996. O autor descreveu o
comportamento endémico da enfermidade, apontandp a@ocal vesiculovirugem
sua ocorréncia em periodos com intervalo de 10 angse, cAlagoas vesiculovirus
mantem-se presente, de maneira ativa, em variadasbrasileiros.

O Indiana vesiculovirug considerado exoético no Brasil. No entanto,
existe a necessidade da investigacdo epidemialddpcdoenca uma vez que sao
observadas reacdes sorolédgicas cruzadas enti@sasototipos (BRASIL, 2012).

No Brasil, os focos de estomatite tém sido atribsii@oCocal e Alagoas
vesiculovirus sendo o primeiro responsavel por focos nos estdddSanta Catarina e
Parana em 1998 e o Alagoas responsavel por gramtedgos focos da regido nordeste
do Brasil (Pauszek et al. 2011).

Durante o periodo de 1997 a 2011, foram registrguls servico
veterinario brasileiro 164 focos de Estomatite Walsir causados peld\lagoas
vesiculoviruse 219 peldCocal vesiculovirussendo este ultimo ligado a ocorréncias nos

estados do Parana e de Santa Catarina. No peri@d20@7 a 2011, Alagoas



vesiculovirusestava relacionado a focos nos estados da regdeste, Centro-Oeste e
do Nordeste (BRASIL, 2012).

Entre 2012 e 2017, focos da doenca foram regidrado estados das
regides centro-oeste, nordeste e sudeste do pais.

Cargnelutti et al. (2014) descreveram surtos denesite vesicular em
bovinos e equinos nos estados da Paraiba e Ria&daNorte. O sequénciamento e a
analise filogenética identificaram os isolados cop@tencente a espécidagoas
vesiculovirus e 0s agruparam juntamente com outros registradagideste e nordeste

brasileiro.

4.3 Agente

O virus da Estomatite Vesicular pertence a famRisabdoviridae
género Vesiculovirus, contando com quatro espét@daasteresse: New Jersey, Indiana,
Cocal e Alagoas vesiculovirus (ICTV- 2015).

Pelo menos 28 vesiculovirus podem infectar vertisa invertebrados
(Wunner et al. 1995) e, de acordo com Letchwoith].€2002, dNew Jersey, o Indiana,
o Cocal , o Alagoas, o Chalchaqui, o Chandipurdsfahan e o Pirppodem infectar
animais domésticos e o homem.

As particulas virais em forma de bastdo medem @enb®a 430 nm de
extensdo por 40 nm a 100 nm de diametro. Os vip@ssuem uma estrutura helical
interna (ribonucleoproteina-RPN) e, como membros oddem Mononegavirales
possuem um RNA de fita simples de sentido negafiggproteinas N, P e L envolvem
o RNA viral constituindo o chamado ribonucleocapside a proteina da matriz (M)
forma a base estrutural das particulas (Rodriguals 2007).

O envelope viral € derivado da membrana da céhspddeira e contém
a (licoproteina G, uma importante proteina transbmana que medeia o
reconhecimento e fusdo celular e induz a produgdanticorpos sorotipo-especificos
(Martinez et al. 2003).

O genoma do virus possui de 11.000 a 12.000 nidésst (nt) e uma
organizacdo conservada. Possui uma sequéncia le@doldraduzida na extremidade 3’
de 40 a 50 nt, seguida por sinal de iniciacaoatsstricado e pelos genes N, P, M, G e L.
Sequéncias intergénicas separam estes genes,im@extremidade 5’, encontramos

uma regido trailer de 40 a 50nt. As regides leddster e as intergénicas desempenham



papel na regulacéo das etapas de transcricaoieagdd do genoma viral (Rodrigues et
al. 2007).

O RNA esta envolvido por aproximadamente 1.200 epda
nucleoproteina (N) e o nucleocapsideo contém 4@tasda fosfoproteina (P) e 50
copias da polimerase (L). A polimerase viral naatiga sobre o RNA sem que ele
esteja envolvido pela proteina “N” e a fosfoprodéi responsavel pela ligagdo da
proteina “L” ao complexo RNA-nucleoproteina (Dowgé al. 2013).

Aproximadamente 1.200 a 1.800 coOpias da proteinmataiz “M” séo
encontradas na particula viral. A proteina da matsta condensada junto com o
nucleocapsideo para formar o complexo helical quefece a forma de bastdo as
particulas. O envelope viral contém cerca de 3d@0Gcopias da glicoproteina “G”,
responsavel pela ligacdo e penetracdo do virusthdachospedeira (Douglas et al.
2013).

4.4 Ciclo Replicativo

O ciclo replicativo tem inicio com a ligacdo da teina G do virus
presente no envelope viral com membrana celulaostepor formacdo de vesicula
endocitica. O complexo ribonucleoproteina é enti#zddo no citoplasma e € iniciada a
transcricdo do RNA viral por acdo da polimerasalvir

A transcricdo é regulada por um mecanismo em quged de expressao
de cada gene é determinado por sua distancia eagacela um promotor Gnico
localizado na extremidade 3'. Cada RNA mensageimo@ocistronico e possui uma
estrutura cap na extremidade 5 e uma cauda polhaAregido 3'. Sequéncias
conservadas das regifes intergénicas possuem piaa@sterminacao da transcricao,
adicao de cap e poliadenilacdo. A sequéncia ledaextremidade 3’ n&o recebe cap
nem a cauda poli A. Ela é transportada para o aladecélula hospedeira, inibindo a
transcricdo de genes celulares (Rodrigues et @r)20

O transcrito leader é seguido pelo mMRNA da protPigae recebe o cap
do complexo da polimerase viral. Na extremidade doso genes, encontra-se a
sequéncia 5-AGUUUUUUUCAUA-3’ que sinaliza para anf da transcricdo e
poliadenilacdo do mMRNA (Rodrigues et al. 2007).

Seguido a traducéo das proteinas virais, 0 comglekmerase inicia a

etapa de replicacdo do genoma viral, produzind@asate RNA senso positivo que iréo



se conjugar com a proteina N e servir de molde paeplicacdo do RNA com senso
gendmico.

As novas fitas negativas podem participar nas stdpdranscricao ou da
replicacdo, ou mesmo serem encapsidadas junto gooteina M nas novas particulas
virais.

A proteina glicoproteina G é produzida no reticoitoplasmatico e
inserida na membrana na forma de trimeros. Os mpBnguntamente com a
ribonucleoproteina formam o0s novos virions que adquo envelope lipoproteico apds
o brotamento (Rodrigues et al. 2007; Reis Jr Qf)7).

4.5 Transmissao

Nos Estados Unidos, estudos genéticos, ambientsidbre a influencia
do hospedeiro sobre a ocorréncia do virus forarizaelms por Mead et al. (2000) e
Rodrigues, (2002), porém os fatores responsavéis pilos epidémicos da estomatite
permanecem ndo completamente esclarecidos.

No Brasil, poucos estudos foram realizados sobepidemiologia da
Estomatite Vesicular, e segundo Inzaurralde (199&), doenca possui um
comportamento epidemioldgico contraditorio e quepadrdo de sazonalidade de
ocorréncia dos surtos, indica o envolvimento derestna transmissao da doenca.

O virus da estomatite vesicular pode infectar wsarespécies de
hospedeiros como mamiferos domésticos, insetossas e também selvagens, como
suinos selvagensys scrofy Rodrigues et al. 2007.

A estomatite vesicular € uma zoonose que cursastoimmas brandos,
incluindo febre, dores musculares e de cabeca, aceoaréncia em humanos esta
relacionada a pessoas que tiveram contatos comamninfectados, fomites e tecidos
contaminados. A transmissao por aerossois por eoemntparticularmente para pessoas
gue manipulam o agente viral em laboratérios (Letsth et al. 1999).

Os mecanismos da transmissao da estomatite nacosdpletamente
esclarecidos. A transmissdo mecanica, a presengzetdees e a movimentacao de
animais contribuem potencialmente para a disser@anda doenca.

Uma vez estabelecida no rebanho, a Estomatite Masié transmitida

de um animal infectado para um susceptivel peldatordireto com a saliva e fluidos



vesiculares. A presenca de lesfes na pele e mutastt a entrada do virus no
organismo animal (Howerth, 2006).

Algumas espécies de insetos sdo consideradas véiotégico do virus,
e trés delas, a mosca-de-areflaitgomyia ssp a mosca-pretaSfmulium sp e a
pernilongos ¢ulicoides spséo imputadas como transmissoras da doenca (Ef8A2).

Mead et al. (2000) demonstraram que existe a trigsém horizontal do
virus entre moscas-preta infectadas e néo infestagiae se alimentavam de um
hospedeiro ndo virémico.

Embora tenha sido demonstrado que ocorra a refibcacal na mosca-
preta, acredita-se que os insetos tenham a fung@dr@a de vetores mecanicos entre
um animal infectado para um susceptivel (Rodrigk@82).

4.5 Diagnostico

Para o diagnéstico da Estomatite Vesicular sdo egaplas ferramentas
laboratoriais para o isolamento e identificacdo atgente viral por meétodos de
inoculacéo de cultivos sensiveis, camundongos risegee ovos embrionados ou por
pesquisa de seus antigenos utilizando ELISA ogdiealo complemento (OIE, 2012).

Um teste de ELISA sanduiche indireto foi padronizpdr Alonso et al.
(1991) para a tipificacdo ddew Jersey e Indiana vesiculovird3 teste foi dez vezes
mais sensivel na deteccdo de antigenos visangbifieaizdo viral do que na prova de
fixacdo de complemento.

Allende et al. (1992) desenvolveram um ELISA paraedeccado de
anticorpos dirigidos para New Jersey e Indiana vesiculovirus correlacdo entre o
ELISA e a neutralizacédo viral ndo demonstrou difegeestatistica significante entre
ambos, porém o ELISA permitiu ensaiar um maior marge amostras em menor
tempo do que o teste de neutralizag&o.

A pesquisa de anticorpos para o virus da estomaggeular requer a
padronizacao de testes que sejam sensiveis e aton@®po especificos, uma vez que
provas como o0 teste de neutralizacdo podem mostatividade cruzada na
diferenciacdo dos sorotipos da doenca. A utilizagéoproteinas recombinantes em
testes de ELISA visa produzir ensaios com maisigeisse especificos, o que foi
alcancado por Kweon et al.( 2005) e Heo et al. @2@& padronizacédo de ensaio para a

deteccao de anticorpos partndiana e New Jersey vesiculovifusspectivamente.
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Acrescenta-se ainda, a pesquisa de anticorpos pI&AEe testes de
neutralizagdo viral, considerados métodos classpmem, demandantes de tempo e de
estrutura laboratorial especializada. Métodos dediegia molecular como a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e o0 sequenciamentoag@&eim sendo empregados no
diagndstico da doenca (Nufiez et al. 1998; Sepuleeda 2007).

4.6 Diagn0stico Molecular

Nos ultimos anos, ensaios de PCR em tempo reakétornado uma
valiosa ferramenta na deteccdo de DNA, RNA e cDIEAta técnica é altamnete
sensivel e permite a simultdnea amplificacéo e tfficatdo de sequéncias de &cidos
nucléicos e, dentre outras aplicacfes, a analisxplessdo génica, a determinagdo da
carga viral e a genotipagem. A deteccdo das sem@s€mtvos ocorre a partir da
fluorescéncia geradas por corantes intercalamesadores marcados com fluoroforos
e pela utilizacdo de sondas especificas (Bustih 2005).

A quantificacdo das sequéncias-alvo € alcancada geterminagéo do
namero de ciclos de amplificacdo requeridos pararge produto da PCR e o que
ocorre no inicio da fase exponencial da reacaereada pelo cruzamento da linha do
limiar de fluorescéncia (threshold cycle-Ct), Hodiinm et al. (2009).

A PCR multiplex tem por objetivo a detec¢cédo de anignais alvos em
uma mesma reacao e requer o emprego de sondaffieapatesenhadas para cada um
deles. Ela é indicada para a avaliacdo de amogtasenham pouca quantidade de
matriz (Belak et al. 2007).

Varios ensaios de qRT-PCR foram desenvolvidos padeteccdo de
alvos das doencas vesiculares dos animais, emigspecte, para a Febre Aftosa e
enfermidades que necessitam o diagnostico difaakfitole et al. 2010).

O ensaio de RT-PCR baseada na amplificacdo esmecife trés
importantes agentes causadores de doencas vesicudan suinos: Febre Aftosa,
Doenca Vesicular dos Suinos e Estomatite Vesidoladesenvolvido por Nufiez e
colaboradores (1998). Cepas de referéncimdiana e New Jersey vesiculovirdggam
propagadas em cultivos de células BHK-21, sendo regapo o meétodo de
fenol/cloroférmio para extracdo do RNA. Neste tthbaos iniciadores genotipicos
especificos para as cepas de referéncia foram ltldes para sequéncias do gene L, de
acordo com Feldhaus e Lesnaw (1988), resultand@mmglificacdo especifica dos

segmentos alvo.
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Muitos estudos da biologia molecular e analise imal do Indiana
vesiculovirus baseiam-se nas sequéncias depositad&enBank, qué um banco de
dados de Nucleotideos do NLM/NCBI, localizado notitdeal Institutes of Health
(NIH) e segundo Rodriguez et al. (2002), elas representasultaglos de cepas
laboratoriais multiplicadas extensivamente em vodticelulares, as quais podem nao
ser representativas dos isolados de campo. Nesgdsram descritas as sequéncias
completas de quatro isolados lddiana vesiculoviru®riundos das Américas do Norte,
Central e do Sul.

Na extracdo do RNA, foi empregado o método do T&ze para
transcricdo reversa, hexameros randémicos (Inetrp§UA) e a transcriptase reversa
Superscript I RNase H®, (Invitrogen, EUA), de atmcom instru¢cdes do fabricante.

Utilizando o método do trizol, os autores encoairara estrutura e
organizacao conservadas, com a sequéncia lead@rmteseguida por cinco genes — N,
P, M, G, L — e uma sequéncia 5’ trailer de 59 ntegido mais conservada foi a do gene
N seguida pelos genes M, L e G, e a mais varidvdb ggene P. Sequéncias de
poliadenilacdo responsaveis pela parada de trghscre de sinais de iniciacao
encontravam-se completamente conservadas entieussegtudados.

Rasmussen et al. (2005) desenvolveram um ensaittiigti®zo de RT-
PCR para deteccdo, quantificacdo e diferenciacdoNewv Jersey e Indiana
vesiculovirus no qual a extracdo de RNA foi realizada pela @ do método
baseado em silica e sua transcricdo em cDNA p@adasniciadores randémicos. A
regido génica estudada foi a que codifica paralimprase viral correspondente aos nt
7017 e 7131, empregando-se iniciadores especifm@sos virus New Jersey e Indiana,
na presenca de duas sondas fluorescentes espegéica 0s sorotipos. Os produtos
amplificados gerados resultaram em sinais fluorésseespecificos para ambos os
alvos. A avaliacdo da sensibilidade apontou quettndo foi capaz de detectar menos
gue 10 TCIRyYmI e similar para ambos sorotipos estudados.

Hole et al. (2006), padronizaram uma RT-PCR mukpVisando a
deteccao simultanea déew Jersey, do Indiana, do Cocal e do Alagoas uksicus
com iniciadores e as sondas dirigidas para o gene L

A especificidade analitica da RT-qPCR padronizade lgole et al.
(2006) foi avaliada frente a agentes causadoresnflermidades vesiculares (Febre
Aftosa, Doenca Vesicular dos Suinos, Exantema Mksidos Suinos (VESV), ja a

sensibilidade analitica foi avaliada mediante ddes seriadas dos RNAs.
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O ponto de corte foi calculado mediante a avalia#d50 amostras de
tecidos negativos para a presenca do virus estad@mtre os resultados, de 159
amostras positivas pela prova de fixagdo de congitém 156 foram detectadas pela
PCR (98,1 %).

Bonutti & Figueiredo (2005) padronizaram uma RT-P@Ra a deteccao
do gene G ddPiry, Carajas, Cocal e Alagoas vesiculovirdara a confirmacdo dos
resultados da RT-PCR foi necessario o desenvoldonde uma nested PCR e o
genoma doAlagoas vesiculovirudoi detectado em amostras clinicas de cobaios

infectados com o virus.

Sepulveda et al. (2007) avaliaram um ensaio de ®R-Bom iniciadores
que amplificaram parcialmente, o gene que codifigaroteina “P” dd\New Jersey e
Indiana vesiculovirusForam analisadas 10 cepas de virus da Estorivaisieular e 12
isolados de campo. O método permitiu a amplificag§igecifica da regido estudada,
gerando produtos de 642 pb para o New Jersey plbpdra dndiana vesiculovirus

Fernandéz et al. (2008) utilizaram iniciadores gilles para a
amplificacdo especifica de sequéncias do gene & aatiferenciacdo de cepblew
Jersey e Indiana vesiculovirusirés iniciadores (VSV1, VSV2 e VSV3) foram
empregados nas PCRs e seus produtos submetidoglise ade restricdo. O par
VSV1/VSV2 forneceu os melhores resultados nas RferRmndo um produto de 110 pb,
que apos a digestdo com a endonuclease de reddsgdd | forneceu fragmentos de 86
e 24 pb para o Indiana Colorado, e de 102 e 8 @bqidew Jersey vesiculovirus

A descricdo da sequéncia completa e da organizdgdovirus da
Estomatite Vesicular Cocal e Alagoas foi feita @géauszek et al. (2008), que
encontraram estruturas génicas similares aos m®ldel campo do sorotipo Indiana . A
estrutura constou de uma sequéncia composta d=@&id (47 nt), seguida por cinco
genes estruturais e uma sequéncia 5’ trailer comt%é&ra o prototipo Cocal e 58 nt
para o Alagoas. O tamanho do genoma foi de 11.0@&na o Cocal e 11.070 para o
Alagoas, consideradas menores que o isolados dpocdm Indiana 1 isolados por
Rodriguez et al. (2002).

Wilson et al. (2009) padronizaram a RT-PCR paralidicggdo do gene
N, com o objetivo de diferenciar os virus New Jgmsdndiana oriundos de focos do
América Central e do Norte. Seiscentas e sessentias amostras de lesdes

provenientes de bovinos, equinos e suinos forarnmdaa pela PCR e pelo isolamento
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viral. Deste total, 403 foram identificadas comowNgersey, 56 como Indiana e 163
negativas pela PCR. O isolamento viral em cultiellar foi alcangcado em 51,6 % das
amostras analisadas.

Pauszek et al. (2011) estudaram as relacdes acagéa genética de
amostras de isolados virais de Estomatite Vesicelawr amostras brasileiras e
argentinas. Foram encontrados valores de reatwidadzada entre os isolados do
Cocal vesiculovirupela prova de fixagdo de complemento variando d& /85 % e
baixa reatividade, menor que 30 %, entre os isslatibAlagoas vesculovirusPela
prova de neutralizacao viral, estes valores variata 33 % a 47 % entre os isolados do
Cocal vesiculovirus e foram menores que 5 % entre as amostrasAldgoas
vesiculovirusestudados.

Tolardo et al. (2016) desenvolveram a RT-gPCR caonciadores
dirigidos para a regido conservada da glicoprotdm®iry vesiculovirus Os autores
relataram que o ensaio foi capaz de detectar onggran Alagoas vesiculovirugm
amostras de soro de animais oriundos do foco d8, 2@brrido no estado da Paraiba e

Rio Grande do Norte.

4.7 Filogenia

Pauszek et al. (2008) realizaram o sequenciameantopleto dos
protétiposCocal e do Alagoas vesiculovirgsmostraram que as proteinas C/C’, duas
pequenas proteinas nao-estruturais, codificadaeganda ORF do gene “P” estavam
ausentes no prototipo Alagoas. A andlise filogeaétiesultou no agrupamento do
Cocal, Alagoas e Indiana em um grupo monofilétiterdnte do virus New Jersey.

A andlise dos genes da fosfoprotéina e da glicepratde virus da
estomatite foi feita por Pauszek et al. (2011)réimpde isolados brasileiros e argentinos.
Todos os isolados d@ocal vesiculovirugiveram a orf “G” com 1539 nt e Alagoas
vesiculovirus 1536 nt. Para a orf “P” o tamanho foi de 795ariapo Cocal e de 786 nt
para o Alagoas vesiculovirus..

Entre outros resultados, a sequéncia do geneVidémrciou a auséncia
das proteinas C/C’ em todos os isolados Adagoas vesiculovirysfato este que
forneceu suporte para a classificacdo taxondémicdrds Alagoas.

Cargnelutti et al. (2014) realizaram o0 sequencidmee analise

filogenética do gene “P” de virus da Estomatite iMdar isolados em focos nos
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estados da Paraiba e do Rio Grande do Norte, nadar2013. Os isolados foram
classificados com@dlagoas vesiculovirug agrupados com outros isolados brasileiros
obtidos entre os anos de 1970 a 1990.

Rainwater et al. (2007) estudaram a relacaodiié@tjca de 116 isolados
de New Jersey vesiculovirusendo 69 oriundos de focos nos Estados Unidantiur
2004 e 2005 e os demais oriundos do México, eri® 2 2004. Entre os isolados
americanos foi encontrada pouca divergéncia erstreeguéncias<(1,3%) sendo os
mesmos agrupados com 11 isolados mexicanos dentrmd linhagem genética.

Velazquez-Salinas et al. (2014) realizaram ayétoa de 181 isolados de
New Jersey vesiculovirusendo 176 de origem mexicana e cinco de origeerieama.

Os autores encontraram alta heterogeneidade gemétie os isolados mexicanos com
a média de 17% de divergéncia nucleotidica. Paéme as amostras americanas este

valor foi menor que 1%, sendo as mesmas considerpadee idénticas.



15

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

ALLENDE, R.; SEPULVEDA, L.; SILVA, A.M.; MARTINS, M A; SONDAHL, M.;
ALONSO, A. An enzyme immunosorbent assay for thea®n of vesicular stomatites
virus antibodies. Prev. Vet. Med., v. 40, p. 293-30092.

ALONSO, A.; SONDAHL, M.S. Antigenic and immunogencharacterization of
various strains of the Indiana serotype of vesicslamatitis isolated in Brazil. Boletin
Centro Panamericano Fiebre Aftosa, p. 25-30, 1985.

ALONSO, A.; MARTINS, M.A.; GOM ES, M.P.D.; ALLENDER.; SONDAHL, M.S.
Development and evaluation of an enzyme-linked imosorbent assay for detection,
typing and sub typing of vesicular stomatitis virds Vet. Diagn. Invest., v.3, p.287-
292, 1991.

ANDRADE, C.M.; ROSAS, C.E.E.; AMORIM, L.M.; MOTA, .P.; TEIXEIRA, E.N.;
SANTOS, N.F. Vesicular Stomatitis in Brazil | -latibn and identification of the
Alagoas strain. An. Microbigly.25, p.81-89, 1980.

ARITA, G.M.M.; ARITA, H. Isolamento do virus da eshatite vesicular em equinos
no Estado de Sao Paulo e persisténcia de anticogposanimais inoculados
experimentalmente. Biologic&ao Paulo, v.49, p.193-194, 1983.

BELAK, S. Molecular diagnosis of viral diseasessgant e trends and future aspects. A
view from the OIE Collaborating Centre for the Aigption of Polymerase Chain
Reaction Methods for Diagnosis of Viral Disease¥@terinary Medicine. Vaccine, V.
25, p.5444-5453, 2007.

BONUTTI, D.W.; FIGUEIREDO, L.T.M. Diagnosis of Brédan vesiculoviruses by
reverse transcription polymerase chain reactionmMast Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, v. 100, n.2, 193-196, 2005.

BERGER RENTSCH, M.; ZIMMER, G. A vesicular stomatitvirus replicon-based

bioassay for the rapid and sensitive determinatibmulti-species type | interferon.
PLoS ONE 6, e25858, 2011.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abasinento. Secretaria de Defesa
Agropecuaria, 2009. Plano de Ac¢éo para Febre Aftostendimento a notificacdo de
suspeita de doenca vesicular, 96p. MAPA, Brasilia.



16

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abadmento. Secretaria de Defesa
Agropecuaria, 2012. Definicdo de caso de Estomat@sicular e Fluxo de doencas
Vesiculares. Circular DSA n° 155 de 31.08.12, MAB#Agsilia.

BRIDGES, V.E.; MCCLUSKEY, B.J.; SALMAN, M.D.; SCOTHURD, H.; DICK, J.
Review of the 1995 vesicular stomatitis outbreak the western United States.
J.Am.Vet. Med. Asso¢v.211, n.5. p. 556-560, 1997.

BUSTIN, S.A.; BENES, V.; NOLAN, T.; PFAFFL, M.W. Cantitative real-time RT-
PCR, a perspective. J. Mol. Endocrinol., v. 34,mp.37-601, 2005.

CARGNELUTTI, J.F.; OLINDA, R.G.; MAIA, L.A.; AGUIAR M.N.; NETO,
E.G.M.; SIMOES, S.V.D.T.; LIMA, T.G.; DANTAS, AF.M WEIBLEN, R;
FLORES, E.F.; RIET-CORREA, F. Outbreaks\dsicular stomatitis Alagoas virus
horses and cattle in northeastern Brazil JournMetérinary Diagnostic Investigation,
v.26, n.6, p. 788-794. 2014.

De STEFANO, E.; ARAUJO, W.P; PASSOS, E.C.; PITUCB. M. Estomatite
Vesicular- Revisdo de Literatura. Arquivos do gt Bioldgicq S&o Paulo, v.69, n.3,
p. 127-133, 2002.

De STEFANO, E.; ARAUJO, W.P; PASSOS, E.C.; PITUCH. M. Pesquisa de
anticorpos contra o virus da Estomatite Vesicutabevinos de corte criados na regiao
de Aracatuba, Estado de S&o Paulo, Brasil em 2B@dsilian Journal Veterinary
Research and Animal Science, v.40, p. 29-35, 2003.

EFSA Panel on Animal Health and Wellfare (AHAW);i&tific Opinion on Swine
Vesicular Disease and Vesicular Stomatitis. EFSéydal, v.10, n.4, 2631, 97 p. 2012.

FERNANDEZ, J.; AGUERO, M.; ROMERO, L.; SANCHEZ, BELAK, S,; ARIAS,
M,; VIZCAINO-SANCHEZ, J.M. Rapid and differenciaiatjnosis of Foot-and-Mouth
Disease, Swine Vesicular Disease, and Vesiculam&itus by a new multiplex RT-
PCR assay. Journal of Virological Methods. v.1430f{-311, 2008.

FELDHAUS, A. L.; LESNAW, J. A. Nucleotide sequencethe L gene of vesicular
stomatitis virus (New Jersey): identification ofnserved domains in the New Jersey
and Indiana L proteins. Virology, v.163, n.2, p.352 1998.



17

HANSON, R.P. The natural history of vesicular sttittea Bacteriol. Rev., v.16, n.3, p.
179-204, 1952.

HEO, E. J.; LEE, H.S.; JEOUNG, H.Y.; KO, H.R.; KWHEQ C.H.; KO, Y.J.
Development of a blocking ELISA using a recombinglycoprotein for the detection
of antibodies to vesicular stomatitis New JersawyssiJ. Virol. Methods v.164, p.96—
100, 2010.

HOFFMANN, B.; BEER, M.; REID, S.M.; MERTENS, P.;URA, C.A.L.; VAN
RIJN, P.A.; SLOMKA, M.J.; BANKS, J.; BROWN, IL.H.; BEEXANDER, D.J.; KING,
D.P. A review of RT-PCR technologies used in vatey virology and disease control:
Sensitive and specific diagnosis of five livestadiseases notifiable to the World
Organisation for Animal Health. Veterinary Micrology, v.139, p.1-23, 20009.

HOLE, K.; CLAVIJO, A.; PINEDA, L.A. Detection and esotype-specific

differentiation of vesicular stomatitis virus usirg multiplex, real-time, reverse
transcription-polymerase chain reaction assay.el. Miagn. Invest., v.18, p.139-146
2006.

HOLE, K.; VELAZQUES-SAKINAS, L.; CLAVIJO, A. Improement and optimization
of a multiplex real-time reverse transcription pograse chain reaction assay for the
detection and typing of Vesicular stomatitis virds.Vet. Diagn. Invest., v.22, p.428—
433, 2010.

HOWERTH, E.W.; MEAD, D.G.; MUELLER, P.O.; DUNCAN,.LMURPHY, M. D;
STALLKNECHT D.E. Experimental Vesicular Stomatitisrus infection in horses:
effect of route of inoculation and virus serotyfeterinary Pathology, v.43, p.943-955.
2006.

ICTVdb: International Committee on Taxonomy of Virusefvailable at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/. Accessed 121ja015.

INZAURRALDE, A. L. Distribuicdo espacial e tempordh estomatite vesicular no
Brasil, 1964-1996. Belo Horizonte, Minas Gerais971968p. Tese. Universidade
Federal de Minas Gerais.

KWEON, C.H.; KWON, B.J.; KIM, 1LJ.; LEE, S.Y.; KO)Y.J. Development of
monoclonal antibody-linked ELISA for sero-diagnosif vesicular stomatitis virus
(VSV-IN) using baculovirus expressed glycoproteinVirol. Methods. v.130 n.1, p.7—
14, 2005.



18

KOTAIT, I. Estudo epidemiolégico da estomatite wesar no Vale do Paraiba, Séao
Paulo. 1990. 85 f. Dissertacdo (Mestrado). Fac@ddel Saude Publica, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 1990.

LETCHWORTH, G.J.; RODRIGUEZ, L.L.; DEL CBARRERA, ¥esicular stomatitis.
Vet. J. v.157 n.3, p. 239-260, 1999.

LICHTY, B. D.; POWER, A.T.; STOJDL, D. F.; BELL, &. Vesicular stomatitis virus:
re-inventing the bullet. Trends in Molecular Medej v.10, p. 210-16, 2004.

LYLES, D. S.; KUZMIN, L.V.; RUPPRECHT, C. ERhabdoviridae In:. FIELDS, B.
N.; KNIPE, D. M.; HOWLEY. P. M. Virology. 6. ed. Philatphia: Lippincott Williams
& Wilkins, 2013 p. 885-921.

MARTINEZ |.; RODRIGUEZ L.L.; JIMENEZ C.; PAUSZEK 3.; WERTZ G.W.
Vesicular stomatitis virus glycoprotein is a deteramt of pathogenesis in swine, a
natural host. J.Virol., v.77, p.8039-8047, 2003.

MEAGER, A. Biological assays for interferons. J.ntmmol. Methods. v.261, p.21-36,
2002.

NUNEZ, J.I.: BLANCO, E.; HERNADEZ, T.; GOMES-TEJED®) C.; MARTIN,M.J.;
DOPAZO, J.; SOBRINO, F. A RT-PCR assay for theatdéhtial diagnosis of vesicular
viral diseases of swine. J. Virol.Methods, v.7227-235, 1998.

OIE - World Organization for Animal Health. Vesianl Stomatites: Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial AdgnRaris, FR, 2012, capitulo 2.1.19
.Disponivelem:<http://www.oie.int/Eng/normes/mmalaindex.htm>. Acesso em:
25 mar. 2013.

OIE - World Organization for Animal Health. Vesianl Stomatites: Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Argna
http/www.oie.int/fileadmin/Home/eng/health_standdtahm/2.01.23_VESICULAR_S
TOMATITIS.pdf. Acesso em: 23 mar 2015.

PAUSZEK, S. J.; ALLENDE, R.; RODRIGUEZ, L.L. Chatadzation of the full-
length genomic sequences of vesicular stomatitisaCand Alagoas viruses. Arch.
Virol., v.153, p.1353-1357, 2008.



19

PAUSZEK, S. J.; BARRERA, J.C.; GOLDBERG, T.; ALLENDD R.; RODRIGUEZ,
L.L. Genetic and antigenic relationships of vesacustomatitis viruses from South
America. Arch Virol. 156 (11), 1961-1968, 2011.

PITUCO, E.M.; DE STEFANO, E.; PUSTIGLIONE NETTO, Isolamento do subtipo
Indiana Il do virus da Estomatite Vesicular noddst de Sdo Paulo. Biologic8ao
Paulo, v.55, n.1/2, p.5-6, 1989.

PUSTIGLIONE NETTO, L.; PINTO, A.A.; SUGA, O. Isolanto do Vvirus,
identificacdo sorologica e levantamento epizoogmld de um surto de Estomatite
Vesicular no Estado de Sao Paulo. Arqg. Inst. B&do Paulo, v.34, n.2, p.69-72, 1967.

RASMUSSEN, T.B.; UTTENTHAL, A.; FERNANDEZ J.; STORGARD. T:
Quantitative multiplex assay for simultaneous d@&ecand identification of and New
Jersey serotypesof vesicular stomatitis viruslid. ®icrobiol., v.43, p.356-362, 2005.

REIS JR, J.L.; MEAD, D.; RODRGUEZ, L.L., BROWN, C.Cransmition and
pathogenesis of vesicular stomatitis viruses. Bamsilournal of Veterinary Pathology,
v.2, n.1, p.49-58, 2007.

RAINWATER-LOVETT, K.; PAUSZEK, S.J.; KELLEY, W.N.;RODRIGUEZ LL.
Molecular epidemiology of vesicular stomatitis N@ersey virus from the 2004—-2005
US outbreak indicates a common origin with Mexicdrains. J. Gen. Virol., v.88,
p.2042-2051, 2007.

ROCHA ARAUJO, M..L.; GALLETTI, M.; MACARIO ROCHA, MA.; ANSELMO,
F.P.; MOREIRA, E.C. Isolamento do virus da EstoteaWesicular tipo Indiana,
subtipo Indiana Ill no Estado de Minas Gerais, Brédsq. Esc. Vet. Univ. Fed. Minas
Geraisyv.29, n.2, p.185-1899, 1977.

RODRIGUEZ, L.L; BUNCH, T.A.; FRAIRE, M.; LLEWELLYN,Z.N. Re-emergence
of vesicular stomatitis in the western United Sait® associated with distinct viral
genetic lineages. Virology, v. 271, p.171-181, 2000

RODRIGUEZ, L.L.; PAUSZEK, S.J.; BUNCH, T.A.; SCHUMM\, K.R.. Full-length
genome analysis of natural isolates of vesiculamatitis virus (Indiana 1 serotype)
from North, Central and South America. J. Gen. Vjn83, p.2475-2483, 2002.

RODRIGUEZ, L.; BATISTA, H. R.; ROEHE, P. M.; KURATHS. Rhabdoviridae. In:
FLORES, E. F. Virologia Veterinaria. 1. ed. Santari: Ed. UFSM, 2007. p. 689-719.



20

SEPULVEDA, L. M.; BERGMANN, LE.; MANTILLA, A.; NASCIMENTO, E.R.
Rapid diagnosis of vesicular stomatitis virus iru&gor by the use of polimerase chain
reactios Braz. J Microbiol., vol.38, n.3, p.500-506, 2007.

SCHMITT, B. Vesicular stomatitis.Vet. Clin. NortiAm. Food. Anim. Pract, v.18,
p.453-459, 2002.

THEILER, S. Eine contagi6se Stomatitis de PferdsSumd-Afrika. Deut. tierarztl.
Wochschr., v.9, p.131-132, 1901.

TOLARDO, A. L.; SOUZA, W. M.; ROMEIRO, M. F.; VIEIR, L. C.; LUNA, L. K.
S.; HENRIQUES, D. A.; ARAUJO, J.; SIQUEIRA, C. E..,HCOLOMBO, T. E;
AQUINO, V. H.; FONSECA, B. A. L.; BRONZONI, R. V. MNOGUEIRA, M. L
DURIGON, E. L.; FIGUEIREDO, L. T. M.. A real-timeeverse transcriptase
polymerase chain reaction for detection and quaatibn of Vesiculovirus. Mem. Inst.
Oswaldo Cruz, v.111 n.6, p.385-390, 2016.

VELAZQUEZ-SALINAS, L.; PAUSZEK, S.J.; ZARATE, S.ALCANTARA, F.J.B;
RODRIGUEZ, A.V., PEREZ, AM.; RODRIGUEZ, L.L.Phylogeographic
characteristics of vesicular stomatitis New Jerséyses circulating in
Mexico from 2005 to 2011 and their relationshipefmdemics in the United
StatesVirology, p.17-24, 2014.

WILSON, W.C.; LETCHWORTH ,G.J.; JIMENEZ C.; HERRERM.V.; NAVARRO,
R.; PAZ, P.; CORNISH, T.E.; SMOLIGA, G.; PAUSZEK,JS DORNAK, C,;
GEORGE, M.; RODRIGUEZ, L.L. Field evaluation of auhiplex real-time reverse
transcription polymerase chain reaction assay éteation of Vesicular stomatitis virus.
J. Vet. Diagn. Invest., v.21, p.179-186, 2009.

WUNNER, W.H.; CALISHER, C.H.; DIETZGEN, R.G.; JACK®N, A.O,;
KITAJIMA, EW.; LAFON, M.; LEONG, J.C.; NICHOL, S.PETERS, D.; SMITH,
J.S.; WALKER, P.J. Rhabdoviridae. Archives of Vagy, v.140p.275-88, 1995.

ZIMMER, B.; SUMMERMATTER, K.; ZIMMER,G. Stability ad inactivation of
vesicular stomatitis virus, a prototype RhabdoviMsterinary Microbiology, v.162, p.
78-84, 2013.



21

CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE RT-gPCR PARA DETECCA O DO
VIRUS DA ESTOMATITE VESICULAR — ALAGOAS VESICULOVIRUS

Anapolino Macedo de Oliveira, Cristiano Barros del®/

RESUMO

A estomatite vesicular € uma enfermidade que oqoineipalmente nos
paises do hemisfério ocidental e, em espécies amnbovinos e suinos, a doenca
apresenta a mesma sintomatologia clinica da fdloeaa o que gera a necessidade de
um diagnéstico diferencial rapido e acurado. O tolmedo presente estudo foi
desenvolver e realizar ensaios de validacdo de RimgPCR(s) para a deteccdo do
RNA do Alagoas vesiculovirys considerando paradmetros de sensibilidade e
especificidade analitica, desempenho analitico té(@ms de repetitividade e
reprodutibilidade) e a incerteza da medicdo. Osltasos obtidos foram analisados
segundo o Guia de verificacdo de Desempenho dad€oacdo Geral de Apoio
Laboratorial (CGAL), do Ministério da AgriculturaPecudria e Abastecimento
(MAPA). Os resultados mostraram que as RT-gPCRxdim Otima sensibilidade e
especifidade na deteccdo do RNAAlagoas vesiculoviru$s parametros da validacéo
mostraram coeficientes de variacdo (CV) baixos @vatpntes aos encontrados em
outros trabalhos de validagdo, indicando que osie@mnsapresentaram excelente
repetitividade e reprodutibilidade.

Palavras-Chave validacao, reacdo em cadeia da polimerasagoas vesiculovirus

Estomatite Vesicular.
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF RT-gPCR FOR DETECTION OF
VESICULAR STOMATITIS VIRUS - VESICULOVIRUS ALAGOAS

Anapolino Macedo de Oliveira, Cristiano Barros deld/

ABSTRACT

Vesicular stomatitis is a disease that occurs mainl countries of the Western
Hemisphere, and in species such as cattle and sthisedisease presents the same
clinical symptoms of foot-and-mouth disease, wigelmerates the need for a fast and
accurate differential diagnosis of other vesiculeseases. The objective of the present
study was to develop and perform validation te$tamoRT-gPCR (s) for the detection
of Alagoas vesiculovirulkRNA, considering parameters of sensitivity and analitica
specificity, analytical performance (criteria ofpeatability and reproducibility) and
measurement uncertaintyThe results obtained were analyzed according to the
Performance Checking Guide of the General Coordinabf Laboratory Support
(CGAL) of the Ministry of Agriculture, Livestock ahFood Supply (MAPA). The
results showed that the RT-gPCRs had great sahsiind specificity in the detection
of Alagoas vesiculoviruRNA. The validation parameters showed low coedfits of
variation (CV) and equivalent to those found inestkialidation works, indicating that

the tests presented excellent repeatability ancdegibility.

Key words: validation, polymerase chain reactiohlagoas vesiculovirysVesicular

stomatitis.
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1. INTRODUCAO

A estomatite vesicular é uma doenca de origem \que acomete
principalmente, as espécies, bovina, equina e searacterizada clinicamente pelo
aparecimento de lesfes vesiculares na lingua, \gengbios, tetas e regido coronariana
dos cascos. A doenca pode ocasionalmente acomgtamios, na maioria, aqueles que
tiveram contato com animais doentes e pessoas gugulam o virus em laboratério
(Reif et al. 1987; Rodriguez et al. 2008).

O virus pertence a famili&habdoviridage ordem Mononegavirales
género Vesiculovirus. Quatro espécies do géneracMesirus sdo responsaveis pelos
surtos de estomatite: New Jersey, Indiana, Coéddgoas vesiculovirus (ICTV, 2015).
Estes virus eram anteriormente classificados e stmotipos: New Jersey e Indiana,
sendo que o Indiana incluia os subtipos 1, 2 (§ecal(Alagoas).

Nos bovinos e suinos, a doenca cursa com sintoemaslisantes aos da
Febre Aftosa e deste modo, o diagnostico diferémecitie as duas enfermidades deve
ser feito com rapidez e acuracia, uma vez que dralendas enfermidades impde
significativas perdas econdmicas diretas e indirdevido a quarentenas e restricbes de
mercado (Wilson et al. 2009).

O diagnostico da estomatite é realizado com basepasguisa de
anticorpos por métodos como a neutralizagdo viALKSA, na técnica de isolamento
viral em cultivo de células e por métodos mole@dacomo a reacdo em cadeia da
polimerase- PCR (OIE, 2012). Em relagdo aos métousculares, a alta variabilidade
genética do virus torna dificil a identificacdosdgguéncias conservadas necessarias ao
desenvolvimento de RT-qPCR que detectem todosotediss de campo (Wilson et al.
2009) e nos ultimos anos, protocolos de PCR(s)nfodesenvolvidos visando a
diferenciacéo de isolados virais responsaveis @ars nas Américas (Rasmussen et al.
2005; Fernandez et al. 2008; Wilson et al. 2009)

Estudos tém sido realizados para a validacdo dg$)@R deteccao de
varios agentes infecciosos (Wang et al. 2007; Viareddebroucke et al. 2010; Drigo et
al. 2014) incluindo alguns para as enfermidadexwieses (Moonen et al. 2003; Li et
al. 2009; Goris et al. 2009), porém, em sua maj@arivalidacéo realizada se restringe a
avaliagdo das sensibilidades e especificidadestianal

Normas internacionais estabelecem requisitos geiisretécnicos para a

competéncia de laboratérios em fornecer resultades ensaios e calibracédo
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tecnicamente validos sédo apresentados pela As&ociB@sileira de Normas Teécnicas
(ABNT NBR ISO/IEC 17025).

Ensaios laboratoriais destinados ao diagndsticendfesmidades animais
estdo relacionados no Manual de testes de diagossivacinas para animais terrestres
(2012), da Organizacdo Mundial de Saude Animalaprempla as enfermidades dos
mamiferos, aves e abelhas.

Atualmente, o MAPA conta com uma unidade laboraltoivel 4- OIE,
responsavel pelo servico de diagnéstico de enfewhessl vesiculares no Brasil e a
credibilidade dos resultados s6 é alcancada, apéaliaacdo de estudos que visam a
validacdo dos métodos utilizados pelo laboratdi@sse sentido, o objetivo do presente
estudo foi realizar ensaios de validagdo de uma@RJR otimizada com trés conjuntos
de iniciadores e sondas, para a deteccdo do RNAatmas vesiculovirydevando-se
em conta parametros de sensibilidade e especiieidaalitica, desempenho analitico

(critérios de repetitividade e reprodutibilidade mcerteza da medicgéo.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do estudo

Este estudo foi realizado nas unidades de Diagmddé Doencas Virais
(LDDV) e Biologia Molecular (LBM) do Laboratério N#&onal Agropecuario, em
Minas Gerais (LANAGRO-MG), pertencente a Rede deéodkatérios Nacionais

Agropecuarios do Ministério da Agricultura, Peca&iAbastecimento.

2.2 Virus, culturas celulares e amostras clinicas.

No estudo foi utilizado &lagoas vesiculoviruamostras, BR 64 (AV-
BR64) cedida pelo Centro Panamericano de Febres@ftoas amostras Porto Franco
(AV-PF) e Custddia (AV-CTD), isoladas no LANAGRO-Mgpartir de epitélio lingual
de bovinos oriundos dos estados do Maranh&o erdarRkuco.

Cultivo de células de linhagem do rim de macacde@fricano (VERO)
isenta de contaminantes avaliados segundo Pindeir@liveira et al. (2013), foram
utilizados para a producéo das sementes viraizadds no estudo.

Para producédo das sementes de cada um dos vimagagale cultivos de
75 cnf de &rea contendo 30 mL de suspensdo celular nzemacdo de 1 x 0
células/ mL, cultivadas em Meio Essencial Minimo ME(SIGMA-USA)
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suplementado com 5 % de soro fetal bovino (Gibc8AUforam inoculadas com 0,5
mL de suspensdo contendo 500 T&lDo virus. As culturas foram incubadas em
estufa a 37 °C, mantidas com 5% de atmosfera gee@Dservadas diariamente para a
visualizagdo do desenvolvimento de efeito citopati¢dECP). Seguido o
desenvolvimento completo de ECP, os cultivos focamificados por centrifugacdo a
8.000 g, e os sobrenadantes aliquotados em cr®t#@ mL e mantidos estocados em
ultra freezer a — 80° C.

A verificacdo de desempenho foi também avaliadeaido-se amostras
de epitélios de animais naturalmente infectados pielis, pertencentes ao conjunto de

ativos do Laboratério de Diagnostico de Doencgaai¥ido Lanagro-MG.

2.3. Titulacéo viral

A titulacdo de todos os virus foi realizada, indialmente, em
microplacas de 96 pocos (Techno Plastic Producks -TBwitzerland). Os virus foram
diluidos em base 5 e 100 pL de cada diluicdo foramoulados em oito pocos. Em
seguida, foi adicionado a cada poco, 50 pL de swuSoe celular de VERO na
concentracéo de 9 x 16élulas/mL As placas foram incubadas em estufa%txom 5
% de atmosfera de G@ o registro da presenca de ECP realizado aplieréa.

O calculo da titulacao foi feito segundo métoddRéed-Muench (1958)

e expresso como a reciproca da diluicdo em doBeiasas para o cultivo celular.

2.4. Extracdo do RNA

Para a extracdo do RNA total das amostras foi egageo método do
TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA). Um mL de Trizédi adicionado ao microtubo
contendo 400 pL da amostra a ser processada eddeixtemperatura ambiente por 5
minutos. Em seguida, foram adicionados 200 uL defdrmio a cada tubo, que apés
vigorosa agitacdo por 15 segundos, permaneceraempetatura ambiente por 3
minutos.

Os tubos foram entdo centrifugados a 12.000 g pamihutos, a 4 °C
para a separacdo das trés fases do processo. aadassa (superior), a fase
intermediéria, e a fase fendlica (inferior de caf@o vermelha). Seiscentos microlitros
da fase superior foram transferidos para um nowratnibo e o RNA foi precipitado
pela adicdo de 500 uL de alcool isopropilico. ApOsninutos a temperatura ambiente,

0s microtubos foram centrifugados a 12.000 g pomirfutos a 4 °C. O sobrenadante
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foi descartado e o RNA foi lavado com a adicdo dallde etanol 75 %. Os tubos
foram novamente centrifugados a 7.500g por 5 ms@o4 °C e o sobrenadante
descartado. Os microtubos permaneceram a tempe@tbiente para a secagem e o
RNA foi efluido pela adicdo de 20 pL de agua lideenucleases. Todas as amostras
foram mantidas a — 80°C até o momento da realizdg80PCRs. A verificacdo da
eficacia da extracao foi feita mediante a amplffizade gene da beta-actina, segundo
Bielanski et al. (2009), e do controle da contagéioa através de um tubo contendo

apenas os reagentes utilizados no procedimento.

2.5 RT-gPCR
2.5.1 Iniciadores e sondas

Os iniciadores e sondas foram desenhados utilizaqmograma Primer3
Plus (Untergasser et al. 2007) e tiveram como baaknhamentos de sequéncias de
nucleotideos gene da glicoproteina. Os iniciaddoeam localizados nos seguintes
nucleotideos e tiveram como referéncia as sequerdna Genbank: Iniciador 78F
(nt.7682-7701) e 78R (nt.7759-7740), numero de saceSenbank EU373658.1;
iniciador 87F (nt.356-373) e 87R (nt.442-425), niore acesso Genbank JF795518.1;
iniciador 95F (nt.164-181) e 95R (nt.258-241), nionele acesso Genbank JF
795518.1.

A tabela 1 descreve a sequéncia dos iniciadoresdas empregados no
estudo.

Os ensaios foram feitos nos termocicladores daarfaoche, modelo LC
480 (Roche, Alemanha) e Biorad CFX 96 — C1000 (&inga).
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Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores, sondas e tamanho ddstps reacfes da RT-q
PCR para #\lagoas vesiculovirus

Agente Sequéncia Tamanho
do produto
amplificado

VSV-GP Iniciador 78F: GTCCATCAACCCATTGTTCC 78 pb

Iniciador 78R: ATCAATCCATCTGCGACTCC
Sonda:
FAMCGCGATTCTTAAGTGAGTTCAAATCAGGA
lowaBlack
VSV-GP Iniciador 87F: GAGTGTGGATCAACCCAG 87 pb

Iniciador 87R: CTGTGGCTTGAACRATCA
Sonda: Cy-5-CTGC+GGTTATG+CC+TCCA-lowa

VSV-GP Iniciador 95F: GGGTWAACATCCGTGCTA 95 pb
Iniciador 95R: GTCACAAGTGGTGATCCA
Sonda: FAM-cac+Atc+Cat+Cca+Tcagc-lowaBlack

As RT-qPCRs foram desenvolvidas com trés conjudésiciadores e
sondas, sendo que uma sonda foi marcada com Qgadior 87) e duas com FAM
(iniciadores 78 e 95) desenhadas para a glicopeotgds Alagoas vesiculovirus. Foi
realizada uma prévia avaliagdo dos iniciadorestdreas cepas estudadas e a de

referéncia Agulhas Negras, indicando a especifit@dios alvos (Tabela 2).
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Tabela 2.Avaliagdo dos iniciadores frente as cepagldgoas Vesiculovirus

Virus Iniciador
78 87 95
Alagoas viru€EU373658.1 (AV- BR 64) X ND ND
Alagoas vesiculoviru®PF 2014 (AV- PF) ND X ND
Alagoas vesiculoviru<CTD 2013 (AV- CTD) ND ND X
Alagoas vesiculovirus]IF795529.1 86 Agulhas ND X ND

Negras

ND — ndo detectado ; X - detectado

2.5.2 Otimizacédo da RT-gPCR

A RT-gPCR foi padronizada mediante a utilizacdo ttés pares de
iniciadores e sondas, na mesma reacédo. A RT-gPORdirwada empregando-se o Kit
da Quantifast RT-PCR (Qiagen, Alemanha) e a reag@oreu em passo Unico. Na
padronizacdo da RT-gPCR foram avaliados os resdtaltancados quanto a variacédo
das concentracdes de iniciadores (10, 20, 25,53@,40 pmol) e sondas (7,5; 10; 12,5;
15 e 20 pmol), buscando-se encontrar os melhotesggpara otimizagdo da reacao.

No estudo, foram utilizados termocicladores da em&woche modelo LC
480 e Biorad CFX 96 — C1000.

2.6 Virus trabalho e contaminacdo das amostras
2.6.1 Virus trabalho

A partir das amostras dos virus BR-64, Porto Fraec&ustodia
previamente titulados de acordo com o item 2.&nforealizadas 10 diluicdes seriadas,

em base 5, para serem utilizadas na contaminagiepitelios de lingua bovina.

2.6.2 Contaminacgéo das amostras
Para cada virus, 10 amostras de epitélio bovino anoes
aproximadamente 200 mg, foram colocadas separadanmem microtubos com

capacidade de 2mL. As amostras de epitélio foranmtaotinadas com 200 pL de cada
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diluicdo viral obtida de acordo com o item anterideixadas em temperatura de
geladeira para posterior processamento e prodwg&aaspensao.

Em seguida, os epitélios foram macerados com usgrale e pistilo e
ressuspendidos com 4 mL de MEM, centrifugados 80f5or 10 minutos. Foram
coletados os sobrenadantes de cada diluicdo, tdidp® em criotubos com 400 uL e
mantidos a -80°C até o inicio da etapa de extraltABdRNA. As amostras foram
utilizadas para a verificacdo de desempenho dagHORS.

2.7 Sensibilidade analitica (LD) e eficiéncia
A avaliacdo do limite de detec¢éo dos genes abvioeita apds extracdo

dos RNA (s) oriundos de matriz de epitélio de lmghbovina, contaminados
separadamente, com os virus trabalho. As RT-gPGRsnfrealizadas para cada um
dos RNAs alvos obtidos na etapa anterior, em ¢apdi, € o limite de deteccdo
correlacionado com a titulagédo do virus expressd €ibsy/ 200 pL, detectado nas trés
réplicas.

A eficiéncia da amplificacdo foi avaliada por meio usando o slope da linha de

regressao com a seguinte formula: e = 100 x (10ds- 1).

2.8 Especificidade analitica

A especificidade analitica foi avaliada com a malao da RT-gPCR
frente & RNA e DNA extraidos de virus responsapeisenfermidades diferenciais das
doencas vesiculares. Assim, foram empregados reciésglade analitica, RNAs do
Indiana vesiculovirug1VV) Costa Rica 72 ( APHIS- NVSL)Cocal vesiculovirus
(CVV) Ribeirdo BR-79 e BR-98New Jersey vesiculoviruNJVV) Costa Rica 66
(APHIS-NVSL), Foot and mouth disease virgsMD) O1 Campos, A-24 Cruzeiro e
C3-Indaial, Bovine viral diarrhea virugVDBV) ATCC -NADL -VR534, e DNAs do
Bovine alphaherpesvirus (BoHV) ATCC VR 864, células MDBK, Vero e RKe de

epitélio lingual de bovinos.

2.9 Verificacdes de desempenho
Foi realizado a partir de ensaios de RT-gPCR de fRNBtidos pela
extracdo de amostras de epitélios linguais contaaim e de amostras de animais

naturalmente infectados.
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2.9.1 Verificacdes de desempenho das amostras dééos contaminadas

As RT-gPCR foram realizadas a partir de amostrasielas de epitélio
lingual de bovinos, contaminados de acordo cormem i2.6.2. Foram escolhidas sete
amostras para serem extraidas e submetidas as GRsqgbor dois analistas durante trés
dias consecutivos. Diariamente, cada analistazmala extracdo de 200 uL de cada
conjunto das sete diluicbes e em seguida submeteRNAs extraidos a RT-gPCR
mantendo-se as mesmas condicdes como 0s reagerggsigamentos durante o

processo.

2.9.1.1 Repetitividade

A repetitividade avaliou o grau de concordanciaesos resultados de
medi¢cdes sucessivas pelo mesmo analista. Os dssiltla RT-qPCR foram lancados
nas planilhas do Guia de verificacdo de Desemp&BA (2015) para avaliacao da

variancia.

2.9.1.2 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade das RT-gPCR mediu o grau decoastdncia entre 0s
resultados das medicbes em condi¢cbes variadag oasb por dois analistas e dois
equipamentos. Assim, os resultados das RT-gPCRdosbpelos dois analistas e
aqueles encontrados a partir da analise das amosxtaaidas por um analista e
submetidas as RT-gPCR em um segundo equipamentoa(BICFX 96 — C1000),
foram avaliados com os mesmos critérios da repetitile.

2.9.2 Verificacdes de desempenho em amostras clasc

Nesta etapa, foram empregadas amostras recebidas gagnostico de
enfermidades vesiculares pelo Laboratorio de Disiigw de Doencas Virais (LDDV) e
Laboratério de Biologia Molecular (LBM). Sete anrast de epitélios de animais
naturalmente infectados foram maceradas com ugpalle pistilo e suspensos com 4
mL de MEM.

Duzentos microlitros de cada amostra, em triplickiteam mantidos a -

80 °C ateé o inicio da etapa de extracdo do RNA.
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Diariamente, um conjunto das sete amostras foi stidma extracdo do
RNA por dois analistas e, em seguida, a RT-qPCRantel trés dias consecutivos,
mantendo-se 0s mesmos reagentes e equipamentoedol@IOCesso.
2.9.2.1 Repetitividade com amostras clinicas

Foram avaliadas de acordo com os critérios desaniddtem 2.9.1.1

2.9.2.2 Reprodutibilidade com amostras clinicas

Foram avaliadas de acordo com os critérios desanibdtem 2.9.1.2

2.10Analises dos dados

A metodologia de validacdo seguiu diretrizes abdmdano Guia de
verificacdo de Desempenho MAPA (2015). Os valoeegidlo limiar (Ct) obtidos em
triplicata, a partir de cada amostra foram avakadonsiderando as variacdes de dias,
analistas e equipamentos para a andlise de vai@adiOVA), visando a determinacéo
das variancias da repetitividade e reprodutibiledad

Foram apresentados os valores da variancty (® desvio (S), do
coeficiente de variacado (CV) e da significanciaC® de cada ensaio foi obtido pela
divisdo do desvio padrdo pela média dos valore€tdp multiplicado por 100 (s/p x
100).

Para o calculo da incerteza da medicao, foram al@di os valores da
incerteza expandida que indica a possivel varialg#o Cts a partir do valor médio
alcancado por cada analista.

Por ultimo, sdo apresentados os valores percerdoaisomponentes da
variacdo de cada uma das fontes de variacdo ddoess componentes da variacédo
indicam, em porcentagem, o quanto da variacdo tmialesponde a cada fonte de
variacdo do mensurando. O valor € encontrado didalia varidncia da fonte pela
variancia total do experimento, sendo o resultaddtipicado por 100. Foram
considerados como fonte de variacdo apenas oesalefierentes aos componentes, dia,
erro da analise e analista ou equipamento. Naoofwsiderada a variacdo das parcelas
experimentais, devida as diluicbes das amostras.véidicacdo de desempenho
segundo o guia de desempenho da CGAL, o errodatatedida deve ser considerado
de até 30 %.
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2.11 Analise de concordancia entre RT-gPCR e RT-PCR partir de amostras
clinicas.

Ainda no ambito de avaliagdo de desempenho, fdizeel teste de
Kappa para avaliar a concordancia da RT-gPCR atifizem nosso estudo, com uma
RT-PCR padronizada no laboratério de Biologia Molacdo Lanagro-MG, que teve
como alvo a amplificacdo do gene da fosfoproteainis, resultando na amplificagéo
de um fragmento de 722 pb e utilizada como parteethzaios de sequenciamento do

virus.

2.11.1 Amostras

No estudo da andlise de concordancia foram utigd®NAs oriundos
de amostras recebidas pelo Lanagros, em Minas GeraPard, destinadas ao

diagnostico de enfermidades vesiculares.

2.11.2 Andlise de concordancia

Foi utilizado o teste de kappa com vista a avaiatoncordancia dos

resultados obtidos entre a RT-gPCR e a RT-PCR,osesdvalores definidos pela

formula:
Kappa= 2 x [ (PP x NN) (PN x NP) ]/ (N1 x N4YM2 x N3)
RT-gPCR
Positivo Negativo
RT-PCR Positivo PP PN N1
Negativo NP NN N2
N3 N4 Total

N1= (PP+PN): N2= (NP+NN): N3= (PP+NP); N4= (PN+NN)

A otimizacdo da RT-PCR esta descrita no item 2.4cajpitulo 3 da
filogenia viral.
De acordo com Landis e Koch (1977), os valores a@gplid sao definidos

como: Kappa < 0 indica nenhuma concordancia; ehtre0,19, baixa concordancia;
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entre 0,2 — 0,39 concordancia regular; entre 0469, moderada concordancia; entre

0,6 — 0,79, substancial concordancia; entre 0,8 -alta concordancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A estomatite vesicular é reconhecida por acometpéaes domesticas
de animais de interesse econdmico como bovinosn@sjusuinos e cursa com a
apresentacdo de sinais clinicos semelhantes agobsvados na Febre Aftosa
(Rodriguez et al. 2008). A doenca € endémica mterda América do Sul, América
Central, sul do México e esporadicamente no nagssal Ultimo e sudoeste dos EUA
(DE Stefano et al.2002; Letchworth et al. 1999). Biasil, a estomatite tem sido
relatada principalmente nos estados da regido eorterdeste, tendo como principal
agente virus da espécie Alagoas. No entanto, fataa a ocorréncia do Cocal
vesiculovirus em focos nos estados de Santa Catarffarana em 1998, (Alonso et al.
1985; A. Pauszek et al. 2011; Cargnelutti et all420 Segundo o servi¢o oficial
brasileiro de 1997 a 2011, 164 focos de estomé#&bitem causados pelo Alagoas
vesiculovirus. No periodo de 2007 a 2011, o vieusanteve endémico nos estados das
regides centro-oeste, sudeste e nordeste (MAPA)201

No diagnéstico da estomatite sdo empregados métdssicos para a
pesquisa de anticorpos como a neutralizacdo \ardixacdo do complemento e o
ELISA, e para a deteccéao do agente, o isolamerdabarn cultivo de célula.

Segundo Bélak (2007), organismos nacionais e iaténais,
instituicbes de pesquisa e laboratorios de diagmdftuscam o desenvolvimento de
ensaios que levam a deteccdo rapida e especifisaagentes causadores das
enfermidades. Nesse sentido, ensaios de diagmd&taseados na biologia molecular e
caracterizados por métodos rapidos com alta séidsite e especificidade estdo sendo
amplamente utilizados na area da medicina humaegeeanaria.

O emprego da reacdo em cadeia da polimerase eno terajpconstitui
uma das ferramentas mais utilizadas no diagnéstmecular e varios laboratorios tem
desenvolvido e aplicado seus proprios métodos agndstico de enfermidades (Drigo,
2014).

Os laboratorios de diagnéstico devem realizar essdie validacao
visando garantir a confianca e a correta deterrémde status infeccioso de um animal.
A Organizacédo Mundial de Saude Animal, em acordo adSO/IEC 17025, publicou o
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guia para a validacdo completa dos métodos molesjlanas que, no entanto, sédo de
dificil aplicacdo, principalmente pela falta de a&tnas de animais naturalmente
infectados e da disponibilidade de métodos paduém (/andemeulebroucke, 2010).

O presente estudo descreve a validacdo, em corgagpErimental, de
uma RT-gPCR feita com trés conjuntos de iniciaderesndas, sendo que uma sonda
foi marcada com Cy5 (iniciador 87) e duas com FAMt{adores 78 e 95) desenhadas,
respectivamente, para a amplificacdo do gene daopgbteina do Alagoas

vesiculovirus.

3.1 - RT-gPCR

3.1.1- Otimizacéo

Apés a avaliagdo das varias concentracdes dosdoi@s e sondas, a
reacdo da -RT PCR apresentou os melhores ressiltgdando foi utilizada
concentracdo de 10 pmol/ puL dos iniciadores e dapectivas sondas. As reacdes
foram feitas em microplacas de 96 pocos e para aanestra, 0 mix foi composto de
1,25 pL de agua livre de RNA, 12,5 pL do tampaoai@ifast probe RT_PCR mix), 1
uL de cada um dos pares de iniciador e respedmadas, 0,25 puL de enzima e 2 pL
de RNA molde, totalizando 20 pL por amostra.

Cada ciclo da RT-gPCR foi realizado nas seguirgegpeératuras: 50 °C
por 10 minutos para a etapa de transcricdo rev@ss2C por 5 minutos para a ativacao
da enzima; 45 ciclos de 95 °C por 10 segundosgemmaaturacao e 60 °C por 1 minuto
para anelamento e extenséo.

A aquisicdo da fluorescéncia foi programada pamntecer na ultima
etapa do processo, ou seja, durante o anelamentteesdo. O resultado da reacéo foi
determinado pelo numero de ciclos, o threshold €Ca) fluorescéncia foi detectada e
com base no limite de deteccao foi determinadondgode corte da prova.

Estudos iniciais realizados com o iniciador 87 gadam que ele nédo foi
capaz de detectar a amostra de referénciAlagoas vesiculovirugBR-64), mas, no
entanto detectou a maioria das amostras oriundasfatms brasileiros que foram
encaminhadas ao LANAGRO-MG para diagndéstico. Asgoram incluidos na RT-
gPCR mais dois conjuntos de iniciadores e sondas 9%) que foram capazes de

detectar além da amostra de referéncia BR-64 eosteanCustodia, outras amostras de
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campo anteriormente ndo detectadas pelo conjuntp &7 que aumentou
consideravelmente a sensibilidade do ensaio.

A inclusdo de mais de um conjunto de iniciadore®mrdas foi também
relatada por Wilson e colaboradores (2009) queialmente, padronizaram a RT-gPCR
com utilizacdo de seis iniciadores direto, tréerses e uma sonda para a deteccdo do
New Jersey vesiculovirug trés iniciadores diretos, trés reversos e umndss para a
deteccao ddndiana vesiculovirusEsta RT-gPCR nao foi capaz de identificar isotado
do New Jersey vesiculovirus oriundos da Costa Rieagssitando da inclusdo de mais
um conjunto de iniciadores e de sondas para o Mesey. O autor explica ainda que a
provavel causa da néo deteccdo das amostras seaadige variabilidade do virus da
estomatite vesicular que podem existir como qusiseé@es, sendo que muitos isolados
podem mudar rapidamente. Ainda, de acordo com \faedkebroucke et al, (2010), o
emprego mais de um conjunto de iniciadores e sdegtasa diminuicdo dos custos do

ensaio e aumenta a capacidade de atendimentaima ledioratorial.

3.2 - Titulacdes virais, sensibilidade analitica eficiéncia.

Apéds a multiplicacdo viral em cultivo de linhagesiutar do AV- BR 64
forneceu os titulos de 1,25 x*IDCIDs¢/ 200 pL, pelo método de Reed-Muench (1958).
A tabela 3, apresenta os valores de Cts na aval@dg&ensibilidade analitica do virus,
em diluicdes de base 5, e analisadas em triplibta.houve amplificagdo nas diluigcbes
posteriores a sétima diluicdo A partir do valortdolo viral, a sensibilidade analitica
alcancada foi de 1,6 x T0rCIDsq.
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Tabela 3 Sensibilidade analitica da RT-gPCR para o AV-@R

Diluicbes
1 2 3 4 5 6 7 8

19,36 21,84 24,64 26,81 28,93 31,78 34,37 ND
18,96 21,93 24,78 27,01 28,69 31,16 34,48 ND
19,31 21,99 24,01 26,40 28,78 31,16 34,36 ND

Ct

Média 19.21 21.92 24.48 26.74 28.80 31.18 3441 ND
Sd Ct 0.22 0.08 0.41 0.31 0.12 0.59 0.07 ND

ND — ndo detectado

Na Figura 1, esta representada a curva de amphficaa RT-gPCR AV-
BR 64 e na Figura 2, a curva padrdo gerada conr d&ldl, 966, o que resultou na
eficiéncia de 96%.
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Figura 1. Curva de amplificacdo da RT-gPCR para o AV- BR 64.
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Figura 2. Curva padréo da RT-gPCR para o AV- BR 64.

A multiplicacdo do AV- PF resultou em um titulo 162 x 16 TCIDsy

200 pL, pelo método de Reed-Muench (1958).

A Tabela 4 apresenta os valores de Cts na avalidgasensibilidade

analitica, em diluicbes de base 5, analisadas miicdta, destacando os valores da

média e desvio padrdo. N&o houve amplificacdo nlag;@ks posteriores a oitava

diluicdo. A partir do valor do titulo viral, a séniidade analitica alcancada foi de 2,6 x

10! TCIDx.

Tabela 4.Sensibilidade analitica da RT-gPCR para o AV- PF

Diluicbes
1 2 3 4 5 6 7 8
17,64 19,66 22,27 24,27 26,22 28,43 31,08 33,92
Ct 17,45 19,66 22,11 24,40 26,29 2845 31,25 34,76
17,44 19,76 22,11 24,43 26,27 28,46 31,05 35,58
Média 17,51 19,73 22,17 24,37 26,26 28,45 31,13 7334,
Sd Ct 0,11 0,06 0,09 0,09 0,03 0,01 0,11 0,83

Na Figura 3, esta representada a curva de amghficda RT-qPCR do
AV - PF. A curva padrdo apresentada na Figura 4stn@igue o valor de 2,082 resultou

na eficiéncia foi 108%.
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Figura 3. Curva de amplificacdo da RT-gPCR para AV- PF
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Figura 4. Curva padrao da RT-qPCR para o AV- PF

Os resultados da sensibilidade analitica das RTRgRgara o AV- BR-
64 e AV — PF foi de, 1,6 x 10e 2,6 x 10 TCIDso, respectivamente, e mostraram que
0s ensaios foram bastante sensiveis na detecca®NMAs alvos. A eficiéncia das
reacdes para esses virus foi de 96% e 108%, resprente, e foram semelhantes aos
encontrados por Hole et al. (2006) que apontaraateitabilidade> 90%, e também
aos encontrados por Drigo et.al. (2014) que reataralores de 90 a 108%. Segundo
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Broeders et al.(2014), os valores de eficiéncia pasaios de uso qualitativos podem
variar de 80% a 120%.

A titulagéio do AV- CTD forneceu o titulo de 1,126 TCIDsy/ 200 pL
de amostra pelo método de Reed-Muench (1958)béldeb apresenta os valores de
Cts na avaliacdo da sensibilidade analitica desyem diluicdes de base 5, e analisadas
em triplicata. A partir do valor do titulo viral,s#nsibilidade analitica alcancada foi de
7,2 x 10 TCIDs.

Tabela 5.Sensibilidade analitica da RT-qPCR parao AV — CTD

Diluigbes
1 2 3 4 5 6 7 8

19063 2246 2528 2770 3038 3266 W0  ND
Ct 1958 2200 2525 2780 3034 32660 ND
ND  ND

19,60 22,16 25,50 27,06 30,13 32,51

Meédia 19.60 2221  25.34 27.85 30.29 3261 ND ND
Sd Ct 0.03 0.23 0.13 0.18 0.13 0.09 ND ND

Na Figura 5 esta representada a curva de ampéificda RT-gPCR AV-
CTD, na Figura 6, a curva padrao gerada com dadr,840 que resultou na eficiéncia
84 %.
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Figura 5. Curva de amplificacdo da RT-gPCR para o AV- CTD
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Figura 6. Curva padrédo RT-gPCR para o AV- CTD

A avaliagédo dos resultados da sensibilidade AV- GhAd@strou a menor
capacidade de deteccéo que foi de 7,2%TI0IDs, viral. A curva de eficiéncia foi de
1,840, correspondente a 84%. Valores semelhantas fencontrados por Rasmussen e
colaboradores (2005), quando no desenvolvimentBTgPCR para dNew Jersey e
Indiana vesiculovirus Apesar da menor sensibilidade analitica, justifise a
manutengdo dos iniciadores na formulagdo da RT-qP@Bando aumentar a
sensibilidade do ensaio principalmente para usdiagnostico de amostras recebidas

de suspeitas de enfermidades vesiculares no campo.

3.3 - Especificidade analitica

Na avaliacdo da especificidade analitica ndo hamelificacdo dos
RNAs do Indiana vesiculovirus(lVV), Costa Rica 72 (APHIS- NVSL)Cocal
vesiculovirugCVV) Ribeirdo BR-79 e BR-98\ew Jersey vesiculovirydlJVV) Costa
Rica 66 (APHIS-NVSL),Foot and mouth diseaseirus (FMD) O1 Campos, A-24
Cruzeiro e C3-Indaial, Bovine viral diarrhea vilDBV) ATCC -NADL -VR534, e
DNA do Bovine alphaherpesvirus (BoHV) ATCC VR 864, células MDBK, Vero,
demonstrando a alta especificidade dos iniciaderesondas utilizados no estudo.
Nenhuma amplificacdo foi também observada nas aasode células MDBK e Vero e
epitélio lingual de bovinos, demonstrando a alfgeeticidade dos iniciadores e sondas
utilizados no estudo.

A figura 7 apresenta a curva de amplificacdo daierde especificidade,

onde se observa apenas a amplificacdo especific®N#& controle do Alagoas
vesiculovirus.
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Figura 7. Curva de amplificacdo da RT-qPCR para ensaio decdigpdade analitica,
mostrando a amplificacao apenas do controle positivAlagoas vesiculovirus.

3.4 - VerificacOes de desempenho das amostras dé&ps contaminadas

Os resultados das verificacdes de desempenho dagPRRs sao
apresentados, separadamente para cada um dos Rilados, indicando os valores
da analise da variancia, da incerteza da medicaipse valores percentuais dos
componentes da variagao.

Nas tabelas de andlise da variancia apresentadssesimdos da
repetitividade e da reprodutibilidade, atencdo @spefoi dada aos valores dos
coeficientes de variacdo entre os analistas e @dusi@o da significancia.

Na incerteza da medicao foi importante avaliar augile proximidade
dos valores dos Cts médios entre os analistas reeatéza da medicdo expandida
(IPEx), e por ultimo, na avaliacdo dos componemtasvariacdo se houve alguma

variavel que mais impactou na composicao do eted tia medida.

3.4.1 Verificagdo das RT-gPCRs para os RNAs do A\BR 64
A tabela 6 apresenta os valores de Cts obtidoRkRmagPCRs realizadas
com o RNA doAlagoas vesiculoviruBR-64, pelos dois analistas durante os trés dias

consecutivos.
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Tabela 6.Valores de Cts das RT-gPCRs com RNAAYG BR 64.

Analista 1 Analista 2

Amostras 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

22,15 24,58 27,38 26,14 28,27 29,63 30,8624,61 2565 25,75 26,80 29,83 33,06 29,84
22,49 2541 27,16 26,00 28,50 29,96 - 24,80 26,05 2551 26,86 30,20 31,49 30,29
22,35 25,21 2751 26,85 27,89 29,94 30,8024,81 2540 2531 26,08 30,20 33,00 29,98

1d

23,30 24,33 25,38 25,66 27,34 30,91 27,3924,80 23,80 27,00 2554 27,79 30,85 -
24,52 24,15 2545 25,74 27,26 30,06 28,2124,07 24,55 26,99 2589 29,42 29,85 30,90
23,99 24,24 2521 2591 27,82 28,65 29,3624,17 23,89 27,31 2528 28,20 29,75 32,99

2d

2297 28,29 24,30 27,07 28,77 32,87 32,9622,43 27,41 27,34 29,54 28,02 - 31,00
23,85 29,29 2496 26,56 27,77 27,94 30,082299 27,20 27,26 29,88 29,61 32,78 30,03
22,59 28,37 2530 27,00 27,51 33,70 30,1822,98 27,16 26,90 28,60 27,93 31,90 29,97

3d

(-) ndo detectado

As tabelas 7, 8 e 9 apresentam os resultados medera avaliacdo da
repetitividade das RT-gPCRs para o AV- BR 64. Olssse que houve diferenca
significativa entre as medidas tomadas por caddisemaem relagdo aos dias de
realizacdo dos ensaios. O CV entre as medidaef8i2D % para o primeiro analista e

1,96 % para o analista 2.
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Tabela 7.Andlise de variancia, RT-qPCR para o AV- BR(Bépetitividade)

Analista 1 Analista 2
53 S CcV dias g S CcV Dias
0,84 0,92 3,39% sign 0,30 0,54 1,96 % Sign

A incerteza da medicédo apresentada na Tabela 8ouagte os valores
meédios dos CTs de aproximadamente 27 e o intedalonfianca das medidas foram

considerados semelhantes entre os analistas

Tabela 8.Incerteza da medicdo. RT-qPCR para o AV- BRR&petitividade)

Analista 1 Analista 2
IPEX Média Ct IC (95%) IPEX Média Ct IC (95%)
U=1,85 27,04 YU U=1,10 27,70 Y+U
1,45-2,25 25,18-28,89 0,86-1,34 26,20-28,80

Tabelas 9.Componentes da variacdo, RT-qPCR para o AV- BRRégetitividade)

Analista 1 Analista 2
Componentes da variagao (%) Componentes da var{écg
Dias Erro Total erro da medida % Dias Erro  Toted ela medida %
17,03 10,37 27,40 18,63 3,43 22,06

A Tabela 10 apresenta os resultados referentes aiagho da
reprodutibilidade dos ensaios, considerando-seessltados dos dois analistas. O
coeficiente de variagéo foi de 2,76 %, havendorelifea significativa entre as medidas

em relacdo aos dias, porém ndao em reacao aostanalis

! & — variancia, S- desvio padrédo, CV- coeficienteaéacao.

2 |Pex- Incerteza expandida, IC- intervalo de camfa
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Tabela 10.Andlise de variancia, RT-gPCR para o AV- BR 64 i(oeptibilidade)

53 S CV dias analista

0,57 0,76 2,76 % sign ns

A tabela 11 mostra que o valor do Ct médio dos iessdos dois
analistas foi de 30,96 e o intervalo de confiaricargou o valor de Ct de 32,47. Esses
valores foram maiores que o0s obtidos na avaliagatividual de cada analista

apresentado na Tabela 8.

Tabela 11.Incerteza da medicédo, RT-gPCR para AV- BR 64 (rytibilidade)

IPEX Média Ct IC (95%)
U= 1,50 YU
1,27-1,74 30,96 29,46-32,47

A avaliagdo dos componentes da variagcado (Tabeland&)rou que o erro
total da medida foi também superior a 20 %, detesidd apenas pelos componentes do

dia e do proéprio erro da anélise.

Tabelas 12. Componentes da variacdo, RT-gPCR para o AV- BR 64
(reprodutibilidade)

Componentes da variacao (%)

Dias Analista Erro Total erro da medida

17,23 0,00 6,60 23,83




3.4.2 Verificacdo das RT-gPCRs para os RNAs do A\RF
A tabela 13 apresenta os valores de Cts obtidoRhafPCRs realizadas

com o RNA do AV- PF, pelos dois analistas durasté@s dias consecutivos.

Tabela 13.Valores de Cts das RT-gPCRs, frente RNA do AV- PF
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Analista 1

Analista 2

Amostras

1d

2d

3d

1

19,03
19,39

18,92

21,85
20,16

20,37

17,82
17,57

17,23

21,26
21,72

21,34

20,85
20,71

20,93

18,80

19,28

21,31
21,43

21,44

22,07
22,09

21,96

20,39

19,97

24,46
25,15

25,19

25,69
25,95

25,46

23,97

23,93

24,89
24,63

23,75

25,25
25,22

25,24

26,65

26,66

28,31
27,76

27,69

27,27
27,27

25,88

27,58

28,02

30,79 19,87
29,27 19,87

28,86 20,13

26,61 20,62

26,78 19,82

26,77 20,38

26,78 23,00

26,38 22,71

20,18
20,38

20,46

20,81
21,02

21,53

19,30

19,82

24,82
23,79

24,80

21,32
21,90

21,49

22,72

22,70

4

24,97
24,67

24,81

25,18
25,44

25,18

24,90

24,18

24,76
24,75

24,32

24,73
24,47

24,83

25,95

25,78

26,30
26,43

26,14

28,84
28,44

28,95

27,26

27,10

18,87 19,87 2355 26,64 27,62 26,862257 19,69 21,98 24,66 2556 27,58

25,98
25,89

26,07

28,74
29,44

29,45

25,07
23,74

25,51

A Tabela 14 apresenta os resultados referentes aiagho da

repetitividade dos ensaios da RT- qPCR AV- PF. &liae da variancia de cada analista

revelou valores de CV proximos e que houve difaaesignificativa entre as medidas

tomadas por cada analista em relacao aos diasiigagéio dos ensaios.
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Tabela 14.Andlise de variancia, RT-gPCR para o AV- PF (Repéiade)

Analista 1 Analista 2

53 S CcV dias 53 S CcV dias

0,18 042 1,79% sign 0,12 0,35 1,46% Sign

A avaliacdo da incerteza da medicdo indicou quaradistas tiveram
resultados semelhantes, e os valores médios dodeCaproximadamente 23 (Tabela
15).

Tabela 15.Incerteza da medicdo. RT-gPCR para o AV- PF (Riygdade)

Analista 1 Analista 2

IPEX MédiaCt  IC (95%) IPEX Média Ct  IC (95%)
U= 0,86 U=0,71 Y+U
0,67-1,04 23,74 22,88-24,59 0,56-0,86 24,03 23823

A tabela 16 mostra que o valor do erro da medida280% obtido pelo
analista 1 foi maior que o obtido pelo analistde®21,46%. Este valor foi influenciado
pelo componente dia, que alcangou o valor de 2@B5valores do erro da andlise

foram considerados proximos entre os dois analistas

Tabela 16.Componentes da variacdo, RT-gPCR para o AV- PFdiRedade)

Analista 1 Analista 2
Componentes da variacao (%) Componentes da var{gea
Dias Erro Total erro da medida % Dias Erro Tetab da medida %
11,13 1,37 12,50 20,05 1,41 21,46

As tabelas 17, 18 e 19 apresentam os resultadarenéds a avaliagdo da
reprodutibilidade dos ensaios. Do mesmo modo quesaptado para @lagoas
vesiculovirusBR-64, houve diferenca significativa entre as rdasliem relacdo aos

dias, porém nao em relacdo aos analistas.
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O CV das medidas foi de 1,63 %. A avaliacdo darteza da medicao
mostrou o valor médio do Ct de 27,47, que foi mdiorque aqueles apresentados na
avaliacao da repetitividade (Tabela 15).

Tabela 17.Andlise de variancia, RT-gPCR para o AV- PF (reptilidade)

g S CV Dias analista

0,15 0,39 1,63 % sign ns

Tabela 18.Incerteza da medicéo, RT-gPCR para o AV- PF (regibitidade)

IPExX Média Ct IC (95%)
U= 0,77 YU
0,66-0,89 27,47 26,69-28,24

Observa-se que o valor do erro total da medida €/651% né&o foi

influenciado pelos analistas, mas somente pele diarro da anélise (tabela 19).

Tabelas 19.Componentes da variacao, RT-gPCR para o AV- PEqadeibilidade)

Componentes da variacao (%)

Dias Analista Erro Total erro da medida

14,66 0,00 1,39 16,05




3.4.3 Verificacdo das RT-gPCRs para os RNAs do A\GTD
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Por dltimo, sdo apresentados os resultados reésrest RT-gPCRs dos

RNAs extraidos com amostras contaminadas com oG¥Y\», um isolado do estado do

Tocantins. A Tabela 20 apresenta os valores del@idos nas RT-gPCRs realizadas

com o RNA do AV- CTD pelos dois analistas, duraoddrés dias consecutivos.

Tabela 20.Valores de Cts das RT-gPCRs, frente RNA do AV- CTD.

Analista 1

Analista 2

Amostras 1

19,14
1d

18,11

18,54

20,05
2d

20,59

20,20

17,34
3d

17,48

18,10

19,85

22,24

21,86

19,84

21,86

21,01

19,79

20,54

20,47

21,98

22,32

21,70

23,44

22,72

23,24

22,00

21,04

21,15

25,28

24,04

24,98

24,73

25,64

24,39

22,97

22,46

21,68

24,05

24,68

24,23

24,79

24,65

23,73

23,86

24,03

24,20

26,09

25,17

27,11

26,73

25,95

27,02

28,77

24,91

25,8517,53

27,44 18,68

27,09 18,57

26,64 19,16

26,88 19,47

26,19 18,98

33,63 18,86

26,39 18,73

28,91 18,76

20,90

21,91

19,80

22,87

24,66

24,81

20,61

20,28

19,61

22,88

23,56

22,71

21,62

21,95

22,13

21,74

21,22

20,40

23,29

24,34

24,66

23,80

23,78

23,42

25,06

25,53

24,27

23,34

23,28

22,89

24,15

24,41

24,89

28,70

27,58

33,26

27,96

26,48

27,57

27,90

28,21

29,14

30,64

27,19

27,87

26,49

23,49

33,69

29,25

29,75

28,21

27,55

(-) ndo detectado

As RT-gPCRs realizadas para o AV- CTD mostraram rqu@valiagao

da repetitividade, o coeficiente de variacdo dadistas se manteve proximo a 4,5%,

sendo maiores que 0s encontrados para os AV- BRA4- PF e que houve diferenca

significativa entre as medidas em relacdo aosp@ies 0s analistas (Tabela 21).
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Tabela 21.Andlise de variancia, RT-gPCR para o AV- CTD (Rapedade)

Analista 1 Analista 2
g S CcV dias s S CcV dias
1,18 1,09 4,64 sign 1,17 1,08 4,52 % Sign

Os valores da incerteza da medicdo apresentaddabela 22 foram
considerados semelhantes entre os analistas. ldotena avaliagcdo dos componentes
da variagdo mostrou que o analista 2 teve a maimeptagem do erro total da medida
influenciado pelo pela variavel do dia, com valerl®,48% (Tabela 23).

Tabela 22.Incerteza da medicédo. RT-gPCR para o AV- CTD (Reypeade)

Analista 1 Analista 2
IPEX Média Ct IC (95%) IPEXx Média Ct  IC (95%)
U=2,20 Y+U U=2,19 Y+U
1,72-2,67 23,42 21.22-25,61 1,71- 2,67 23,97 22686

Tabelas 23.Componentes da variacdo, RT-gPCR para o AV- CTp¢Ri&vidade)

Analista 1 Analista 2
Componentes da variagao (%) Componentes da var{écg
Dias Erro Total erro da medida Dias Erro Total erro da medida
% %
7,09 10,58 17,67 19,48 7,71 27,19

Os dados da andlise da reprodutibilidade sao apisskes nas tabelas 24,
25 e 26. O CV entre os analistas foi de 4,58% éBwnte aos valores da avaliacdo de
repetitividade. Nao houve diferenca significativas anedidas entre os analistas, porém

foi considerada significante entre os dias.
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Tabela 24.Andlise de variancia, RT-gPCR para o AV- CTD (rejutibilidade)

53 S CcV Dias Analista

1,18 1,09 4,58 % sign ns

Na andlise da incerteza observamos que o valorontedCt foi maior do
que os obtidos na avaliacdo da repetitividade. ®bsese, mais uma vez, que 0 erro
total ndo foi influenciado pelo analista, mas sot@grelo dia e pelo proprio erro na

anélise.

Tabela 25.Incerteza da medicédo, RT-gPCR para o AV- CTD (reéptibilidade)

IPEX Média Ct IC (95%)
U= 2,16 YU
1,83 - 2,49 27,30 25,14 - 29,46

Tabelas 26. Componentes da variagcdo, RT-gPCR para o AV- CTD
(reprodutibilidade)

Dias Analista Erro Total erro da medida %

13,76 0,00 8,67 22,43

3.5 Verificagcbes de desempenho das amostras de élpils contaminadas nos
equipamentos Roche LC 480 e Biorad CFX 96 — C1000

3.5.1 Verificacdo das RT-qPCRs para os RNAs do AMBR 64 nos equipamentos
Roche LC 480 e Biorad CFX 96 — C1000

A Tabela 27 apresenta os valores de Cts obtidos RiegPCRs
realizadas com o RNA do AV- BR 64, por um analista dois equipamentos
(termocicladores) diferentes, durante trés diaseutivos.



Tabela 27.Valores de Cts das RT-qPCRs com o RNA do AV BR ®behe LC

480 e Biorad CFX 96 — C1000
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Equipamento 1

Equipamento 2

Amostras

1d

2d

3d

1

22,15

22,49

22,35

23,30

24,52

23,99

22,97

23,85

22,59

24,58

2541

25,21

24,33

24,15

24,24

28,29

29,29

27,38

27,16

27,51

25,38

25,45

2521

24,30

24,96

4

26,14

26,00

26,85

25,66

25,74

2591

27,07

26,56

5

6

28,27 29,63

28,50

27,89

27,34

27,26

27,82

28,77

27,77

28,37 25,30 27,00 27,51

29,96

29,94

30,91

30,06

28,65

32,87

27,94

33,70

30,86 20,82

- 20,57

30,80 20,78

27,39 22,25

28,21 22,59

29,36 22,58

32,96 21,35

30,08 20,88

30,18 21,46

23,02

22,89

23,20

23,00

23,01

22,10

22,27

22,68

22,86

23,01

23,03

23,31

23,47

23,43

23,03

23,30

23,29

23,38

4

25,52

25,39

25,47

25,67

25,23

25,57

25,86

25,77

25,61

5

27,06

27,20

27,33

26,15

26,98

26,02

26,88

29,50

26,44

31,30

28,78

29,12

28,28

29,71

31,07

31,08

28,89

28,91

29,01

27,19

28,45

28,41

28,90

28,98

28,97

(-) ndo detectado

A reprodutibilidade foi avaliada com a realizac&s (RT-gPCRs em um

segundo equipamento. Os resultados para o AV- B§&a64presentados nas tabelas 28,

29 e 30. O coeficiente de variagcdo de 2,93 % faixipno ao encontrado na

reprodutibilidade entre os dois analistas (Tab8)aHouve diferenca significativa entre

as medidas tanto entre os dias, quanto entre gsa@g@Nntos.
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Tabela 28.Anélise de variancia, RT-gPCR para o AV- BR 64 <o LC 480 e

Biorad CFX 96 — C1000
53 S
0,77 2,93 % sign

equipamentos

Ccv dias
0,59 sign

Os valores da incerteza da medicdo também foramelsantes aos

valores da reprodutibilidade obtidas entre os doaistas, apresentado na Tabela 11

Tabela 29.Incerteza da medicdo, RT-gPCR para o AV- BR 64 ched.C 480 e

Biorad CFX 96 — C1000

IPEX Média Ct IC (95%)
U= 1,53 Y+U
1,29-1,76 30,19 28,66-31,72

A avaliacdo dos componentes da variacdo mostrouapas as fontes

contribuiram na composicdo do percentual do erro ndedida, influenciado

principalmente pelo componente “equipamento”.
Tabelas 30.Componentes da variacdo, RT-qPCR para o AV- BRRdche LC 480

e Biorad CFX 96 — C1000
Componentes da variacao (%)

Erro Total erro da medida %

Dias Equipamentos

8,30 13,84 6,05 28,19
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3.5.2 Verificagdo das RT-gPCRs para os RNAs do AVPF nos equipamentos
Roche LC 480 e Biorad CFX 96 — C1000

A Tabela 31 apresenta os valores de Cts obtidos RIEs|PCRs
realizadas com o RNA do AV- PF, por um analista eguipamentos Roche LC 480 e
Biorad CFX 96 — C1000, durante trés dias conseasitiv

Tabela 31.Valores de Cts das RT-gPCRs, frente RNA do AV- Reehe LC 480 e
Biorad CFX 96 — C1000

Equipamento 1

Equipamento 2

Amostras

1d

2d

3d

1

19,03

19,39

18,92

21,85

20,16

20,37

17,82

17,57

17,23

21,26

21,72

21,34

20,85

20,71

20,93

18,80

19,28

18,87

21,31

21,43

21,44

22,07

22,09

21,96

20,39

19,97

24,46

25,15

25,19

25,69

25,95

25,46

23,97

23,93

24,89

24,63

23,75

25,25

25,22

25,24

26,65

26,66

19,87 23,55 26,64

28,31

27,76

27,69

27,27

27,27

25,88

27,58

28,02

27,62

30,79 21,19

29,27 21,72

28,86 21,95

26,61 21,17

26,78 21,29

26,77 20,54

26,78 21,13

26,38 21,28

26,86 21,21

23,19

23,25

23,25

21,34

21,06

21,09

20,96

21,45

21,51

22,64

23,03

21,98

22,73

22,19

22,19

22,25

22,65

23,04

4

27,19

26,48

27,40

25,73

26,74

26,16

27,01

26,48

27,19

5

27,44

25,98

25,78

26,02

32,67

25,42

28,61

27,46

29,22

28,79

29,11

28,36

26,10

28,28

28,49

32,15

31,73

31,58

30,00

29,72

32,41

28,00

27,26

31,19

30,12

(-) ndo detectado

A analise da variancia mostrou o coeficiente déagao de 3,35 % e do
mesmo modo como apresentado para o AV- BR 64. Hdileeenca significativa entre
as medidas realizadas diferentes dias e em equipasnélistintos. Os valores da
incerteza da medicdo foram semelhantes aos oht@l@valiacdo da reprodutibilidade
entre os dois analistas, porém na avaliacdo dop@oentes da variacdo, o erro total foi

influenciado por todas as fontes de variacdo. Aglés 32, 33 e 34 apresentam 0s
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valores da variancia, incerteza da medicdo e dampopentes da variacdo da
reprodutibilidade avaliada entre dois equipamentos.
Tabela 32.Analise de variancia, RT-qPCR para o AV- PF - Roc6e480 e Biorad
CFX 96 — C1000
s S CcVv Dias Equipamentos

0,68 0,82 3,35 % sign sign

Tabela 33.Incerteza da medi¢ao, RT-gPCR para o AV- PF - Ra€hd80 e Biorad
CFX 96 — C1000

IPExX Média Ct IC (95%)
U= 1,64 Y+U
1,39-1,89 28,44 26,81-30,08

Tabelas 34.Componentes da variagdo, RT-gPCR para o AV- PFh&a€ 480 e
Biorad CFX 96 — C1000

Componentes da variacao (%)

Dias Equipamentos Erro Total erro da medida %

8,56 8,79 4,62 21,97

3.5.3 Verificagdo das RT-qPCRs para os RNAs do AV\CGTD nos equipamentos
Roche LC 480 e Biorad CFX 96 — C1000

A Tabela 35 apresenta os valores de Cts obtidoR®magPCRs realizadas com o0 RNA
do AV- CTD, por um analista em dois equipament@nibcicladores) diferentes,

durante trés dias consecutivos.



Tabela 35.Valores de Cts das RT-gPCRs, frente RNA do virus BYD - Roche

LC 480 e Biorad CFX 96 — C1000
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Equipamento 1

Equipamento 2

Amostras 1

1d

2d

3d

19,14
18,11

18,54

20,05
20,59

20,20

17,34
17,48

18,10

19,85
22,24

21,86

19,84
21,86

21,01

19,79

20,54

21,98
22,32

21,70

23,44
22,72

23,24

22,00

21,04

4

25,28
24,04

24,98

24,73
25,64

24,39

22,97

22,46

5

24,05
24,68

24,23

24,79
24,65

23,73

23,86

24,03

20,47 21,15 21,68 24,20

26,09

25,17

27,11
26,73

25,95

27,02
28,77

24,91

25,8517,64
27,44 17,82

27,09 18,02

26,64 19,32
26,88 19,39

26,19 18,41

33,6317,70
26,39 18,00

28,9117,24

20,31
19,78

19,27

21,09
21,25

21,28

20,31
20,55

19,56

3

21,36
21,41

21,26

22,69
22,90

22,11

20,12
20,29

19,92

4

25,05
29,91

24,43

23,70
23,95

23,48

23,23

23,36

24,71
24,34

25,10

25,17
24,74

25,00

25,39

24,61

26,96

26,67

26,15
27,08

26,26

28,06

27,80
27,02

26,43

27,02
27,13

26,23

30,89

25,46

26,64 29,08 25,62

(-) ndo detectado

A tabela 36 mostra os valores da anélise da vaagaca o AV- CTD. O

coeficiente de variacdo de 4,62% foi semelhanteeacontrado na avaliacdo da

reprodutibilidade entre os analistas. Houve difeaesignificativa entre as medidas com

relacéo aos dias, o que néo foi observado em elEgsEequipamentos.

Tabela 36.Analise de variancia, RT-gPCR para o virus AV- GTRoche LC 480 e

Biorad CFX 96 — C1000

3

1,16

1,08

Ccv

4,62

Dias

sign

Equipamentos

ns

Do mesmo modo que na avaliacdo de reprodutibiliéatie os analistas,

os valores da incerteza da medicdo foram consideragmelhantes, e o erro total do
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componente da variacao foi influenciado apenasspeldaveis do dia e erro da andlise
(Tabela37 e 38)

Tabela 37.Incerteza da medicédo, RT-qPCR para o virus AV- CGRdche LC 480
e Biorad CFX 96 — C1000

IPEX Média Ct IC (95%)
U=2,15 Y+U
1,81-2,48 26,80 26,65-28,95

Tabelas 38.Componentes da variacdo, RT-gPCR para o AV- CTbche LC 480
e Biorad CFX 96 — C1000

Componentes da variacao (%)

Dias Equipamentos Erro Total erro da medida %

5,51 0,00 9,35 14,86

A partir dos dados anteriores, consideramos quenesso estudo, a
andlise da variancia para os trés virus demongtreutodas as RT-qPCRs apresentaram
valores de CV considerados baixos, sendo o mamyrgrado nos ensaios com o AV-
CTD de 4,64%. Estes valores assemelham-se ao®®lpint Rasmussem et. al. (2005),
Goris et al. (2009), e Vandemeulebrouckea et d@R0Segundo o ultimo autor,
nenhum critério internacional de aceitabilidadedescrito para os valores de CV nos
ensaios de repetitividade e reprodutibilidade, eee&o do publicado para técnica de
ELISA pela OIE, 2008, que indica o CV maximo de 20%

Os valores encontrados em nosso estudo estdo emdacordo com
Barbosa (2010) que estabeleceram que os CV podefarase 20 a 30%. Do mesmo
modo, os coeficientes de variacdo foram considerddoxos quando as RT-gPCRs
foram realizadas em um segundo equipamento, inoligae os ensaios apresentaram
uma boa reprodutibilidade. Segundo Hole et al. @20isto constitui um excelente
beneficio por ndo haver necessidade de mudanc@rotscolos para realizacdo dos

ensaios em um segundo equipamento.
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Na avaliacdo da repetitividade, o AV- BR 64, AV- RFAV-CTD
apresentaram os mesmos resultados de significfacsa 0 componente “dia”, e na
reprodutibilidade, os resultados foram também osnmmes tanto para o componente
“dia” quanto para “analista”.

Referente aos resultados da reprodutibilidadeiadelfrente aos dois
equipamentos, para o AV BR 64 e AV- PF, os resalfadla significancia foram os
mesmos e significativos para os componentes “dda®quipamentos”, porém foram
diferentes para o AV- CTD, uma vez que foi sigrifico apenas para o componente
“dia”, mas nao para o “equipamento”.

Devemos considerar que as causas possiveis dagsdegidas medidas
podem estar ligadas as etapas da extracdo e nmag@ipuvolumétrica das amostras.
Além disso, Goris et al. (2009) constataram quéeitcematriz é considerado fonte de
variacdo dos resultados , 0 que em nosso estudotpodcontecido principalmente na
etapa de contaminacdo das amostras. Ainda, segu@dis, (2008), as possiveis fontes
de variacdo nos estudos da repetitividade inclueamastragem, as condi¢cdes de
armazenamento das amostras, métodos de extracaiputagao volumétrica, analista,
equipamentos, contaminacdes, condicbes ambieatdrg, outras randémicas.

Em relacdo aos componentes da variagcdo, os ressiltadicam que a
repetitividade foi influenciada pelo dia e pelo cerdo ensaio, assim como a
reprodutibilidade medida entre os dois analistasem, quando a reprodutibilidade foi
avaliada entre os dois equipamentos, evidencioasacao que contribuiu para o valor
final do erro da medida, exceto para o AV- CTD.

Neste estudo, nenhum ensaio apresentou valor dotael da medida
superior a 30%, estando em conformidade com o rexdado pelo guia de verificagdo
de desempenho do MAPA (2015). Por ultimo, os valdeeincerteza da medi¢cao foram
apresentados na avaliacdo de repetitividade e pladwatibilidade. Os valores da
incerteza expandida, dos Cts médios e da zona miaega variaram entre as RT-
gPCRs. Para o AV- BR 64 os Cts médios foram apradamente de 27 para o0s
analistas e de 30, na avaliacédo da reprodutibgidad

O AV- PF e AV- CTD apresentaram valores de Cts oggirOximos,
entre 23 e 24, respectivamente, na avaliacao dditiejplade e de aproximadamente 27
na reprodutibilidade. Na avaliacdo da reproduthiie entre os equipamentos os Cts
meédios variaram entre RNAs pesquisados e foran0d®328.44 e 26.80, para 0os AV-
BR 64, AV- PF e AV- CTD, respectivamente.
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Ainda em relacdo a incerteza da medicdo expandidaamr valor
apresentado foi de U= 2,20, referente a incerteaaRI-g°PCR do Alagoas
vesiculovirus Custédia, (Tabela 22). Todos os esl@ncontrados foram menores do
que os encontrados por Dias et. al.,, (2014), com 3)£2 na avaliacdo da
reprodutibilidade de uma PCR para Peste SuinaiCdass

Goris et al (2009), utilizaram a quantificacdo deerteza da medicao
para avaliar a probabilidade da medida quantitamafornecer os mesmos resultados,
em termos de qualitativos, positivo ou negativo, repetidos testes. Ainda de acordo
com Goris et al. (2009), a incerteza da medicastdon uma boa ferramenta para a
decisdo da escolha da utilizagdo de um segundadmé diagnostico para se alcancar
com seguranca, o verdadestatusde infecgéo do animal.

De modo diferente, em nosso estudo, a incertezaethcdo teve como
objetivo apenas apresentar os valores da incegtgzandida, avaliada com a variacao
dos Cts a partir do valor médio alcancado por eaddista na repetitividade e daqueles
da reprodutibilidade, entre os diferentes diaslistaa e equipamentos. Os valores
apresentados para o intervalo de confianca indicaam 95% de probabilidade a faixa
do verdadeiro valor do Ct do mensurando, referemtésamente aos dados amostrais
do estudo. Assim, € importante dizer que a incartizzmedicao néo foi utilizada para
se estabelecer valores de ponto de corte para-@PRRs ensaiadas. Outra justificativa
da implementacao do estudo da incerteza da medgta@m atender ao preconizado na
normas de qualidade, uma vez que ele fornece pardsrmara a avaliagcdo de desvios
nos ensaios de diagnéstico (ABNT NBR ISO/IEC17025).

3.6 Verificacdes de desempenho das amostras clirica

A tabela 39 apresenta os resultados dos valoresCt@} das RT-
gPCR(s) para amostras de isolados clinicoéldgoas vesiculovirugs resultados das
sete amostras sao apresentados, em triplicatacadaaum dos dois analistas durante os

trés dias de prova.
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Tabela 39.Valores de Cts das RT-qPCRs, frente RNAAtkyoas vesiculovirusm

amostras clinicas.

Analista 1 Analista 2
Amostras Amostras
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

19,14 23,95 2852 23,95 2525 23,90 24,43 1753 2521 28,10 24,88 25,78 23,82 2591

18,11 24,68 29,14 22,87 2534 2490 25,23 18,68 24,86 28,55 24,96 26,11 2442 25,98

18,54 24,41 27,84 23,64 2532 2461 2553 18,57 24,63 28,78 2451 26,41 24,13 25,49

20,05 26,85 30,38 25,74 27,00 2460 27,11 19,16 26,73 29,92 2566 32,41 2585 25,88

20,59 26,93 30,50 25,80 27,16 25,02 26,55 1947 26,75 29,92 2522 27,42 2530 26,27

20,20 26,99 30,75 25,84 27,20 2533 27,32 18,98 2591 2945 25,14 26,43 2537 26,58

17,34 2593 30,74 2529 26,29 2481 27,89 18,86 26,04 29,83 24,96 27,14 2484 2651

17,48 25,87 31,24 25,63 26,00 2438 26,40 18,73 26,09 29,88 25,13 27,47 2482 26,28

18,10 26,06 30,55 25,10 25,86 2432 27,00 18,76 2587 29,57 2503 27,64 2480 26,78

As tabelas 40, 41 e 42 apresentam, respectivanentalores da analise
de variancia, da incerteza da medicdo e dos comgesda variacdo obtidos no estudo
da repetitividade da RT-qPCR para o virus Alagaamstras clinicas.

A analise da variancia mostra que houve difereigfigativa entre as

medidas em relacéo ao dias, para ambos os analistas

Tabela 40. Andlise de variancia, RT-gPCR para Adagoas vesiculovirusem

amostras clinicas (Repetitividade)

Analista 1 Analista 2

g S cVv Dias S S cVv Dias
0,15 0,39 1,55% sign 057 0,76 299% Sign
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A avaliacdo dos valores da incerteza da medicaesaptados na tabela
41, mostra que os resultados foram semelhantesogaamalistas, principalmente em
relacdo aos valores do Ct médio.

Tabela 41. Incerteza da medicdo. RT-gPCR paraAlagoas vesiculoviruem

amostras clinicas (Repetitividade)

Analista 1 Analista 2
IPEX Média IC (95%) IPEX Média Ct IC (95%)
U=0,79 Ct Y+U U=1,53 Y+U
0,62-0,96 25,23  24,44-26,02 1,20-1,85 25,34 22M86

Tabela 42. Componentes da variacdo, RT-gPCR paralagoas vesiculovirugm

amostras clinicas (Repetitividade)

Analista 1 Analista 2
Componentes da variacao (%) Componentes da var{gcg
Dias Erro Total erro da medida Dias Erro Total erro da medida
% %
10,11 1,28 11,39 3,12 4,95 8,07

Os valores da analise de variancia, da incertezanddicdo e dos
componentes da variagcdo obtidos no estudo da negdidade das RT-qPCR em
amostras clinicas s8o apresentados nas tabelag448, 45. Ndo houve diferenca

significativa entre os analistas, porém, isto fuservado entre os dias.
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Tabela 43.Andlise de variancia, RT-gPCR paraAtagoas vesiculoviruem amostras

clinicas (reprodutibilidade)

g S CcV Rodadas Analistas

0,36 0,60 2,38 % sign Ns

O Cts médio de 24,73 foi considerado préximo assltados obtidos por
cada um dos analistas na avaliagao de repetitigidad

Tabela 44. Incerteza da medicdo, RT-gPCR paraAlagoas vesiculoviruem

amostras clinicas (reprodutibilidade)

IPEX Média Ct IC (95%)
U=1,20 Y+U
1,02-1,38 24,73 23,54-25,93

A verificacdo da reprodutibilidade das amostrasicdis aponta que o
erro total ndo foi influenciado pelo componente daoslistas e que os valores foram

semelhantes aos mostrados na tabela da repetikvida

Tabelas 45.Componentes da variacdo, RT-gPCR pavsdagoas vesiculovirugm

amostras clinicas (reprodutibilidade)

Componentes da variagao (%)

Dias Analista Erro Total erro da medida %
Total % 6,59 0,00 3,04 9,64

No estudo das amostras clinicas de animais natenémnfectados, foi
avaliado também o desempenho da RT-qPCR para Alagssculovirus em isolados
do Lanagro-MG. Foram utilizadas sete amostras diélies e as RT-gPCRs
apresentaram na analise de variancia, valores deaQ¥petitividade de 1,55 % e 2,99
% e para 0 primeiro e segundo analista respectiveanee de 2,38 % na

reprodutibilidade. Estes valores foram menoreswagueles obtidos nos ensaios com
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as amostras contaminadas. Do mesmo modo como af@separa a verificacdo das
amostras contaminadas, os valores de CV foram adwgia aos obtidos por
Rasmussem et al. (2005), Goris et al. (2009), ed¥iareulebrouckea et al. (2010).

Os erros totais das medidas da repetitividade eegeodutibilidade
foram menores que 10 %, influenciados pelos diagr@ da andlise (tabelas 42, 45).
Estes valores foram considerados bem menores aqueeacbtidos no estudo com as
amostras contaminadas. Nenhum ensaio apresentou dal erro total da medida
superior a 30 %, conforme recomendado pelo guigedécacdo de desempenho do
MAPA (2015).

A incerteza da medicéo avaliada apresentou vakee®lhantes para os
dois analistas. Os ensaios com amostras clinicatramam na incerteza da medicao,
valores de Cts médios semelhantes de 25,23 e g&rad primeiro e segundo analistas
na avaliacdo da repetitividade, e de 24,73 pagprdutibilidade e representaramm

maior fidelidade, o readtatusinfeccioso do animal.

3.7 Analise de concordancia entre RT-gPCR e RT-PCR partir de amostras
clinicas.

A tabela 46 apresenta os resultados referentes adiagdo da
concordancia entre a RT-gPCR e a RT-PCR obtidastpste de Kappa de 0,78.

Tabela 46.Resultado da concordancia entre a RT-gPCR e RT-PCR

RT-gPCR
Positivo Negativo Total
RT-PCR Positivo 31 06 37
Negativo 04 57 61
Total 35 63 98

N1= (PP+PN); N2= (NP+NN); N3= (PP+NP); N4= (PN+NN)

O valor de Kappa de 0,78 indicou que houve uma taobsl
concordancia entre os dois ensaios e valores santethforam também encontrados
por Gasparini, (2014). Foi observado que quatrosaras foram positivas na RT-gPCR

e negativas na RT-PCR, enquanto, seis amostras fanaplificadas somente na RT-
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PCR, provavelmente pela possivel auséncia das rseggeéalvos para iniciadores
utilizados na RT-qPCR.

Varias pesquisas tém sido realizadas visando apiadcdo de ensaios
de RT e RT-gPCR para o diagnéstico da estomatitgicmar. Rasmussen e
colaboradores (2005) desenvolveram uma RT-gPCR gagaificacdo do gene L e
Wilson e colaboradores (2009) uma RT-gPCR, paraliaicagdo do gene N, ambas
objetivando a diferenciacao ddew Jersey e Indiana vesiculovirdd objetivo daquele
estudo com os referidos virus se deve ao fato demseles 0s responsaveis pelo
surgimento de focos da doenca nas Américas do o@tentral, mas, no entanto e de
acordo com os autores, as RT-qPCRs ndo foram paddas para a deteccdo dos
Alagoas e Cocal vesiculovirus. Hole et al. (20080#20) padronizaram RT-gPCR para
a diferenciacdo dodNew Jersey, Indiana, Cocal e Alagoas vesiculovilsstes
trabalhos foram utilizadas amostras de isoladosAtioérica do Norte, Central e alguns
protétipos da América do sul. Os autores apontagam as RT-qPCRs nao foram
capazes diferenciar déndiana o Cocal e o Alagoas vesiculovirysindicando a
necessidade da realizacéo de ensaios com isoladzsTpo desses virus.

No Brasil foram realizadas poucas as pesquisasioakdas ao
diagnostico da estomatite vesicular com a utilimaddi biologia molecular. Sepulveda et
al. (2007) avaliaram um ensaio de RT-PCR com idaies que amplificaram
parcialmente o gene que codifica para a proteirfadd3 sorotiposNew Jersey e
Indiana vesiculovirusBonutti & Figueiredo (2005) padronizaram uma RIRPpara a
deteccdo do gene G @iry, Carajas, Cocal e Alagoas vesiculovirgsie necessitou da
realizacdo de uma nested PCR para a diferenciag@® eles. Tolardo et al. (2016)
desenvolveram a RT-gPCR com iniciadores dirigidasapa regido conservada da
glicoproteina ddPiry vesiculoviruse que foi capaz de detectar o genomakimgoas
vesiculovirusem amostras de soro de animais oriundos do foc20d8, ocorrido no
estado da Paraiba e Rio Grande do Norte.

Atualmente, o LDDV e LBM pertencentes ao Lanagro-M&o os
responsaveis pelo diagnoéstico oficial das enferdedavesiculares no territério
nacional. O MAPA conta ainda com mais duas uniddalesratoriais localizadas nos
estados, do Para e do Pernambuco, que participanprdgramas das enfermidades
vesicularesEmbora o principal objetivo do nosso trabalho fasskesenvolvimento e a

validacdo do ensaio para o diagnéstico diferemmallagoas vesiculovirysessalta-se,
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baseado na caracteristica de variabilidade dos,\drnecessidade continua da pesquisa
ensaios capazes de detectar o maior nimero deteiresentes no campo.

Em face das caracteristicas geograficas brasilegade acordo com
Wilson et al. (2009), fatores como, a coleta de sirae tardia, a qualidade e a
inativacao viral que pode ocorrer durante a etapantaminhamento das amostras ao
laboratério, podem determinar a perda de valoriagndstico em provas de isolamento
viral. Deste modo, considera-se que a reacdo emiecaa polimerase ora validada,
constituiu uma ferramenta de grande sensibilidagi® @ diagnéstico das doencas
vesiculares.

Consideramos também que, a RT-qPCR padronizadasso estudo foi
pioneira na utilizacdo de iniciadores que visameteatdo de alvos paraAlagoas
vesiculovirus que é descrito como responsavel pela maioriafelmss da doenca no
Brasil. O desenvolvimento e validacdo do presemigsaie de RT-gPCR vem ao
encontro da necessidade continua do estudo conu®da estomatite vesicular por ser
o principal agente causador de enfermidades vesesiindistinguiveis da febre aftosa.

4 CONCLUSOES

Baseado nos dos apresentados concluimos que:

A RT-gPCR apresentada teve em sua padronizacaizag#o de um
conjunto de iniciadores e sondas capazes de detmremsaios com alta sensibilidade e
especificidade na pesquisa de alvof\thgoas vesiculovirus

Em relagdo aos parametros da validagdo, o ensaimorddrou ter
excelente repetitividade avaliada para cada aaaksteprodutibilidade avaliada entre
0s analistas e equipamentos, tanto naqueles meadizeom matrizes contaminadas
como nas de amostras de animais naturalmenteanfest

A andlise da variancia mostrou que os coeficiendes variacao

encontrados no estudo estdo em acordo com age&esdos por outros pesquisadores.
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CAPITULO 3

ANALISE FILOGENETICA DO ALAGOAS VESICULOVIRUS OBTIDO DE
AMOSTRAS ISOLADAS EM LABORATORIOS OFICIAIS DO MINIS TERIO
DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO.

RESUMO

A estomatite vesicular € uma enfermidade infeccipsa acomete de
animais como 0s equinos, bovinos, suinos, e quaa@om sintomas semelhantes aos
apresentados em animais acometidos com Febre A@ogaius da estomatite vesicular
pertence a famili&habdoviridag génerovesiculovirus sendo as espécidew Jersey,
Indiana, Cocal e Alagoaas responsaveis por focos da doenca em paisesnusfério
ocidental. No Brasil, Alagoas vesiculovirug responsavel pelos principais focos da
doenca principalmente nos estados da regido Nerdeshtro-Oeste e Sudeste do pais.
O presente estudo teve como objetivo realizar aiesemlamento de amostras de
Alagoas vesiculovitugecebidas para diagnostico, e pertencentes a® lakncepas dos
Laboratérios Nacionais Agropecuarios. Os resultados sequenciamento foram
submetidos ao programa BLAST para comparacdo cauéseias depositadas nos
bancos de dados e identificacdo do sorotipo e egnid®e a estudo de filogenia
utilizando o programa MEGA 6.0. As arvores filogecess geradas mostraram que as
sequéncias dd&\lagoas vesiculovirugoram agrupados em trés grupos: o0 grupo A,
formado pelo isolado dalagoas vesiculoviruebtido por Andrade e colaboradores em
1964; o grupo B, por isolados de estados da regéaeste e o grupo C, por isolados do
estado da Bahia, Goias e Tocantins. Os valoresstiéndia genética entre 0s grupos
foram considerados altos, indicando quAlagoas vesiculovirudo grupo A constitui
uma cepa distante geneticamente dos isolados dpocdm estudo. Os valores da
distancia calculados dentro de cada grupo mostrgenos grupos B e C apresentaram
baixo nivel de variacao génica.

Palavras chave: sequénciamento, filogenia, doeesiawar.
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PHILOGENETIC ANALYSIS OFALAGOAS VESICULOVIRU®BTAINED FROM
SAMPLES ISOLATED IN OFFICIAL LABORATORIES OF THE MNISTRY OF
AGRICULTURE, LIVESTOCK AND SUPPLY.

Anapolino Macedo de Oliveira, Cristiano Barros deld/

ABSTRACT

Vesicular stomatitis is an infectious disease #fédcts animals such as horses, cattle,
pigs, and has symptoms similar to those seen imalsiaffected with foot-and-mouth
disease. The vesicular stomatitis virus belongght family Rhabdoviridag genus
vesiculovirus which has @&New Jersey, Indiana, Cocal and Alagaecies responsible
for the disease in countries of the Western HengisphIn Brazil, theAlagoas
vesiculovirusis responsible for the main outbreakes of theadisethat occurs in the
states of the Northeast, Midwest and Southeagdteotountry. The present study aimed
the sequencing of samples @flagoas vesiculovirusreceived for diagnosis and
belonging to the bank of strains of the National ridgitural and Livestock
Laboratories. The sequencing results were submittedhe BLAST program for
comparison with sequences deposited in the datslzeskidentification of the serotype
and then to phylogeny study using the MEGA 6.0 maog The phylogenetic trees
generated showed that the Alagoas vesiculovirug weyuped into three groups: group
A, formed by theAlagoas vesiculovirusolate obtained by Andrade et al. In 1964; The
group B, by isolates from states of the northeegiton and group C, by isolates from
the state of Bahia, Goias and Tocantins. The gedettance values between the groups
were considered high, indicating thdagoas vesiculovirugfom group A constitutes a
genetically distant strain of the field isolatesnr the study. The distance values
calculated within each group showed that groups\@ @ presented low level of gene

variation.

Key words: sequencing, phylogeny, vesicular disease.
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1. INTRODUCAO

A estomatite vesicular é uma enfermidade infeccidsaorigem viral,
presente nos paises do hemisfério ocidental quemeteoespécies como 0s bovinos,
suinos e equinos, e, excepcionalmente humanos, aieria aqueles que tiveram
contato com animais doentes e trabalhadores deal@bio. A apresentacdo clinica da
estomatite vesicular é semelhante a vista por asiatmmetidos com a febre aftosa, o
que gera a necessidade imediata, do diagnostieceddial entre essas enfermidades,
(Reif et al. 1987; Rodriguez et al. 2008).

O agente da estomatite vesicular pertence a farRifiabdoviridae
génerovesiculovirus com um genoma constituido de um RNA de fita sampé
polaridade negativa, de 11 kb e que codifica pareocproteinas: N (nucleocapsideo),
fosfoproteina (P), matriz (M), glicoproteina (G)pelimerase (L), (Rodriguez et al.,
2008). Quatro espécies de interesse sdo respomspekeis focos da doenchtew
Jersey, Indiana, Cocal e Alagoas vesiculovifi@TV, 2015).

O diagnostico da doenca é feito através da pesaigisanticorpos por
métodos como, ELISA e teste de neutralizacdo, (dke 1992), na pesquisa de
antigenos e isolamento viral em cultura de célidasatualmente, por métodos
moleculares como a reacdo em cadeia da polimekaget, et. al. 1998; Sepulveda et
al. 2007; Rasmussen et al. 2005; Fernandéz eD@8)2Métodos moleculares podem
falhar na deteccédo de isolados virais de amostrasdas de focos, e segundo Wilson,
(2009), muitas vezes determinada pela variabilidgiohéca do virus.

Poucas pesquisas tém sido realizadas para a camach® génica de
amostras de isolados brasileiros de VSAV. Pauszelal.e (2008) realizaram o
sequénciamento completo @mcal e Alagoas vesiculovirugue foram agrupados em
dois grupos monofiléticos distintos. Novamente Pekiset. al., (2011) estudaram as
relacdes genéticas e antigénicas soroldgicas Eelaodo Brasil.

Cargnelutti et al. (2014), realizaram o sequéncrdmea fosfoproteina
de isolados dos focos da Paraiba ocorridos em @l&nalise filogenética indicou que
eles estavam proximamente relacionados a outrdads® brasileiros caracterizados
comoAlagoas vesiculovirus

Rainwater-Lovet et al. (2005), apontaram a impaitirde estudos de
analise filogenética na investigacdo da cepassveavolvidas em surtos de estomatite

vesicular nos Estados Unidos. Os autores apontguano gene da fosfoproteina €
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recomendado para estudos de analises filogenétigasipalmente por ser uma regiao
de hipervariabilidade e que acumula grande numersubstituicbes nucleotidicas que
podem refletir em mudancas no genoma.

Assim, o objetivo do presente estudo é realizaraaterizacao génica de
amostras de virus da estomatite vesicular, espdagoas, pertencentes ao banco de

estirpes dos Laboratorios Nacionais Agropecuarios.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local do estudo

Este estudo foi realizado nas unidades de Diagrmodgé Doencas Virais
e Biologia Molecular do Laboratorio Nacional Agropéario, de Minas Gerais
(Lanagro-MG), pertencente a Rede Nacional de Latos Agropecuarios do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

2.2 Amostras

Foram empregadas amostras pertencentes aos bargdslabratorios
Nacionais Agropecuarios do Ministério da AgricudturPecuaria e Abastecimento,
localizados em Belém-PA e Pedro Leopoldo-MG. As strag foram dirigidas ao
diagnostico diferencial de enfermidades vesicularesantidas em ultra freezer a — 80°
C. As amostras oriundas do Lanagro-PA foram relesbilurante o periodo de 2008 a
2013, totalizando 18 amostras, e as demais 22 foeaebidas pelo Lanagro-MG no
periodo de 2013 a 2017.

A Tabela 47 apresenta a relacdo de distribuicdonporicipio, ano de
isolamento e laboratorio responsavel pelo diagodstdas amostras utilizadas na

analise genética délagoas vesiculovirus
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Tabela 47.relagdo de amostras/ano, laborat6rio e municipisalamento.

Amostra N°  N° de registro- Ano Laboratério Muniofpstado

1 0072-08 MT Lanagro-PA Cocalinho-MT

2 0294-08 GO Lanagro-PA Cavalcanti-GO

3 0232-08 PE Lanagro-PA Petrolina-PE

4 0270-10 PB Lanagro-PA Pombal-PB

5 0486-11 RN Lanagro-PA Umarizal-RN

6 0232-11 PE Lanagro-PA Santa Maria da Boa Vista-PE
7 0339-13 PE Lanagro-MG  Custodia-PE

8 3018-13 PB Lanagro-PA Sao Mamede-PB

9 3350-13 PB Lanagro-PA Mossoré-RN

10 3037-13 PB Lanagro-PA Upanema-RN

11 1785-13 PB Lanagro-PA Serra Grande-PB

12 1786-13 PB Lanagro-PA Serra Grande-PB

13 1827-13 PB Lanagro-PA Serra Grande-PB

14 2702-13 CE Lanagro-PA Séo Luis do Curu-CE
15 2703-13 CE Lanagro-PA Séo Luis do Curu-CE
16 2937-13 CE Lanagro-PA Séao Goncgalo do Amarante-CE
17 3078-13 CE Lanagro-PA Ibicuitinga-CE

18 2873-13 CE Lanagro-PA Morada Nova-CE

19 2791-13 CE Lanagro-PA Coreau-CE

20 2657-13 CE Lanagro-PA Ocara-CE

21 0001-14 MA Lanagro-MG  Porto Franco-MA

22 0153-14 BA Lanagro-MG  Wanderley-BA

23 0043-14 BA Lanagro-MG  Angical-BA

24 0056-14 BA Lanagro-MG  Paratinga-BA

25 0057-14 BA Lanagro-MG  Bom Jesus da Lapa-BA
26 0059-14 BA Lanagro-MG  Bom Jesus da Lapa-BA
27 0075-001-14 BA Lanagro-MG  Brejolandia-BA

28 0075-002-14 BA Lanagro-MG  Brejolandia-BA

29 0075-003-14 BA Lanagro-MG  Brejolandia-BA

30 0096-14 BA Lanagro-MG  Riacho de Santana-BA
31 0097-14 BA Lanagro-MG  Riacho de Santana-BA
32 0182-14 BA Lanagro-MG  Wanderley-BA

33 0162-14 BA Lanagro-MG  Macaubas-BA

34 0011-12-16 MA Lanagro-MG  Porto Franco-MA

35 0011-13-16 MA Lanagro-MG  Porto Franco-MA

36 0011-14-16 MA Lanagro-MG  Porto Franco-MA

37 0011-15-16 MA Lanagro-MG  Porto Franco-MA

38 0011-16-16 MA Lanagro-MG  Porto Franco-MA

39 0421-16 TO Lanagro-MG  Santa Rosa do Tocantins-TO
40 0004-17 BA Lanagro-MG  Santa Maria da Vitoria-BA
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2.3 Extracdo do RNA

O RNA total das amostras foi extraido usando o dwtdo TRIzol

(Invitrogen, Carlsbad, CA). Hum mL de trizol foiieidnado a microtubo contendo 400
ul de cada amostra do virus e deixados a temparambiente por 5 minutos. Em
seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmioada tubo, que apdés vigorosa
agitacdo por 15 segundos, permaneceram a tempemiusiente por 3 minutos. Os
tubos foram entdo centrifugados a 12000g por Ywios, a 4 °C para a separacdo das
trés fases do processo: a fase aquosa (superif@m3yeadntermediaria, e a fase fendlica
(inferior de coloracdo vermelha). Seiscentos miktod da fase superior foram
transferidos para um novo microtubo e o RNA focppitado pela adicdo de 500 pL de
alcool isopropilico. Apos 10 minutos a temperatamabiente, os microtubos foram
centrifugados a 12.000g por 10 minutos a 4 °C.es@mdante foi descartado e 0 RNA
foi lavado com a adicdo de 1mL de etanol a 75%.t@®s foram novamente
centrifugados a 7.500g por 5 minutos a 4° e o saldente descartado. Os microtubos
permaneceram a temperatura ambiente para a seeageRNA foi ressuspenso pela
adicao de 20 pL de agua livre de nucleases. Talamastras foram mantidas a — 80 °C
até o momento da realizagdo das PCRs. A verificdgdeficacia da extracdo foi feita
mediante a amplificacdo de gene da beta-actinangegBielanski et al. (2009), e do
controle da contaminacédo, através de um tubo cdatapenas os reagentes utilizados

no procedimento.

2.4 Iniciadores e RT-PCR

Os iniciadores do presente estudo foram desenhatibzando o
programa Primer3 Plus (Untergasser et al. 200i¥peam como alvo a fosfoproteina do
virus. Os iniciadores foram localizados nos nuétisats 722F (55-74) e 722R (776-
752) e tiveram como referéncia a sequéncias do &¥nBF95530.1. A tabela 48
descreve a sequéncia dos iniciadores empregadestuao. Os ensaios foram feitos no

termociclador ProFlex (ThermoFisher, Estados Urnidos
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Tabela 48.Iniciadores do gene da fosfoproteinaAlagoas vesiculovirus

Iniciadores

722 F GGGGCCATTCAAGAGATAGA
722 R TGATATCTCACTCTGGCCTGATTAT

Na otimizacéo da reacdo da RT-PCR foram avaliadameentracdo de
iniciadores (15, 20, 25, 30, 35 e 40 pmol), e tarupeas de anelamento (46, 48, 52 e
54 °C) . A reacao da RT PCR que apresentou os nesliesultados foi a que utilizou
concentracdo de 20 pmol por microlitro dos inicredoe a temperatura de anelamento
de 54° C. Assim, as reacodes foram feitas em mioootie 200 pL e para cada amostra,
foi utilizado um mix composto de 8,4 uL de aguadide RNA, 4,0 uL do tampéao
(Qiagen One Step PCR buffer — 1X), 2,0 pL de cadados iniciadores, 0,8 pL de
enzima, 0,8 pL de dNTP (160 uM de cada) e 2 uRNA molde, totalizando 20 puL
por amostra.

Cada ciclo da RT-PCR observou as seguintes tenupasatc0°C por 30
minutos para a etapa de transcricdo reversa; 96PQ % minutos para a ativagdo da
enzima; 40 ciclos de 94° por 1 minuto para desagar e 54°C por 1 minuto para
anelamento e 72° para extenséao.

Terminada a reacdo da RT-PCR foi adicionado 2 gltainpdo de
corrida (10x) Bluejuice gel loading buffer — ca®. 10816-015) ao produto da PCR e
procedida a eletroforese em gel de agarose. Cfoggireparado com agarose na
concentracdo final de 1,5% (Invitrogen, Carlsbad O&8A) em tampao de TBE (89
mM Tris-Borato, 2 mM EDTA, pH 8,2) ao qual foi adinado 4,0 uL de brometo de
etidio (Sigma- E 1510). O produto da PCR e o padéipeso molecular (Invitrogen
Life Technologies - cat.n® 10787-018) foram aplasdo gel sendo iniciada a corrida
eletroforética (fonte-Fisher Scientific TB 300). o Ainal, o gel foi fotografado no
transiluminador (L-Pix Chemi — Loccus Biotecnolggisendo as bandas com tamanho
molecular especifico, cortadas com uso de laminabidéuri, transferidas para
microtubos de 1,5 mL e armazenadas a -4 °C paepa de purificacdo do DNA.

2.5 Purificacdes do DNA a partir do gel
O produto da PCR presente no gel foi purificaddizatido-se o
MWGAQquick-spinTM Total Fragment DNA purification Ki(Intron Biotechnology).
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Inicialmente, um microtubo contendo aproximadaméd®@ mg de gel, foi adicionado
300 pL de tampé&o BNL. O microtubo foi vortexadmeuibado a 55 °C para a completa
solubilizag&o do gel. Apds esta etapa, a mistunéecalo o gel dissolvido foi transferida
para a coluna MEGA quick-spin que foi montada em miarotubo de 1,5 mL e
centrifugada a 13.000 rpm por 1 minuto (centrifegaendorf 5804R, rotor F 45-30-
11). O DNA permaneceu ligado a coluna, sendo diestatodo o volume do material
eluido. Setecentos microlitros de tampéao de lavaigeam adicionados a coluna, sendo
o microtubo centrifugado a 13.000 rpm. O volumeshlido foi novamente descartado e
a coluna transferida para um microtubo limpo derfil5 Na etapa final, o DNA foi
eluido pela adicédo de 30 pL de tampéo de eluicéashente no centro da coluna, O
microtubo foi centrifugado a 8.000 rpm por 2 mirsu® o0 volume eluido contendo o

DNA foi armazenado em ultra freezer a -80°C, patapa do sequénciamento.

2.6 Sequénciamento

As amostras de DNA foram sequénciadas com a wzado ABI
BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing kit. De rdoo com o fabricante, a
quantidade de molde utilizada dependeu do tamaahwatuto da PCR que em nosso
estudo variou de 500 a 1000pb, seria de 20 a 5den®NA. A reacao foi feita
empregando-se 0,5 puL de BigDye mix 2,5x, 1,75 pltatepdo de sequénciamento
BigDye 3.1 5%, 2,5 uL de DNA alvo (concentracaor2d uL), 1 uL de cada iniciador
senso e antisenso, analisados separadamente renttagéo de 10 pMol/pL e 4,25 pL
de agua livre de nuclease.

Foram utilizadas placas de 96 pocos, sendo a PGRzada no
termociclador (Biocycler — Gradient termal Cycled 46+) com 0 seguinte programa:
96° por 1 minuto para a etapa de desnaturaca@linds ciclos sendo cada um de 95°
por 15 segundos para a desnaturacao, 50° por Lhdegypara o anelamento e 60° C
por 4 minutos para a extensdo. Ao término, as pllaram mantidas a temperatura de 4

°C até a etapa de precipitacéo dos produtos.

2.7 Precipitacdes, purificacdo dos produtos e sequéamento

Com o objetivo da precipitacao e purificacdo pdraieacao do excesso
de reativos como o BigDye, iniciadores e oligonatiieos ndo consumidos na reacao
foi realizada esta etapa com a adicdo a cada aresttO pL de uma solugdo composta
de 30 pL de etanol 100% e 2,5 uL de EDTA 125 mMpl#ca foi novamente selada,
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vortexada a 185 g por 15 segundos e em seguidad#eatemperatura ambiente por 15
minutos ao abrigo da luz para a precipitacdo doslytos. Apds isso, a placa foi
centrifugada a 2.000 g por 45 minutos e o sobrettaddescartado. A placa foi entao
vertida em toalha de papel e vortexada a 185 @@asegundos para a completa retirada
da solucdo. A cada reacéao foi adicionados 70 pktdeol a 70%, sendo o conjunto
novamente vortexado a 185 g por 15 segundos. Enidse@ placa foi centrifugada a
1.650 g por 15 minutos e o sobrenadante descartadolaca colocada de modo
invertido em uma toalha de papel e centrifugad85aglpor 30 segundos. Ao final, ela
foi deixada a temperatura ambiente e ao abrigoudgara a secagem completa dos
pocinhos. Antes de ser levado ao sequénciador, A foNeluido com a adigéo de 20
pL de formamida Hi-Di a cada reacdo. Os sequéncitoeefora realizados no

equipamento da Applied Biosystems HITACHI-3500 Gen&nalyzer.

2.8 Andlises filogenéticas

As sequéncias foram analisadas no programa Seg8equéncing &
Genetic Analysis Software - Thermo Fisher Scietjtifara a obtencdo das regides de
consenso e alinhadas utilizando o Clustal W. Enaidagfoi feita a escolha do melhor
modelo de substituicdo pelo programa MEGA 6.0, (J@met al., 2013). Apés a
escolha do modelo de substituicdo, as sequénciasnfeubmetidas a reconstrucao
filogenética pelo método Neighbor-Joining, Maximuhikelihood utilizando-se
Bootstrap como parametro do teste da filogenia @®0 replicatas. Além disso, a
média das distancias dentro dos grupos e entrdaban determinadas com base nos
modelos K2 usando o programa MEGA 6.0. Nas arvbl@genéticas, as sequéncias
foram identificadas com o numero da cepa, seguidichl e ano de isolamento, e as
aguelas obtidas de outros trabalhos foram ideatiis com o nimero de acesso e nome
da cepa informado no Genbank.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O virus da estomatite, inicialmente isolado em 1964 Andrade e
colaboradores a partir de amostras clinicas deesu@aiundos dos estados de Sergipe e
Bahia, foi denominado VISV- 3 Alagoas (Andradelefl880).

Com o advento da biologia molecular, o estudo coaipa de
sequéncias gendmicas tem se tornado uma imporfan@menta na investigacéo



79

epidemiolégica das enfermidades dos animais e hospama vez que fornece métodos
para a avaliagdo da sequencias de nucleotideoseina® e possibilita realizar
inferéncias sobre a evolugéo dos agentes infecxioso

A figura 8 mostra a arvore compactada que foi retrafda com a adicéo
de sequéncias dblew Jersey, Indiana, Cocal, Maraba e do Alagoascuésvirus
EU373657. Esta arvore foi reconstruida com o oljetie demonstrar que as
sequéncias dos isolados do estudo sdo bastantgyatites dos outros vesiculovirus
causadores da estomatite vesicular. Os isoladasodso estudo estdo agrupados em

clados separados das demais sequéncias consideradas

off

100 }
3%

L EU373658.1/Alagoas virus
46 | HQG60076.1 Maraba

' EU373657.1 Cocal virus
KF880912.1 Indiana virus
KFB880912.1 MNew Jersey virus

37

—
nz

Figura 8. Arvore filogenética baseada nas sequéncias do deeriesfoproteina (P)
do Alagoas vesiculovirusonstruida usando programa MEGA 6.0, método Neighb

joining com 1000 replicatas de bootstrap e modélo K

As figuras 9 e 10 apresentam as arvores filogegtizighbor Joining e
Maximum likelihood, respectivamente O melhor modeéé substituicdo foi o K2p e
apenas os valores de bootstrap acima de 70 saondgauns. Na andlise inicial das
arvores foi possivel definir a criacdo de trés gsjpdenominados de A, B e C,
suportada com alto valor de bootstrap. No grupaéoetra-se apenas a sequéncia do
virus isolado por Andrade e colaboradores em 19¢deerecebeu o nimero de acesso
EU363758.1 Alagoas virus.
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No grupo B encontram-se 18 amostras que perteraabanco de virus
do Lanagro-Para. Os 18 focos foram assim distrdmiidete localizados no estado da
Paraiba sendo um em 2010 e os demais em 2013foseteno Ceara em 2013; trés
focos em Pernambuco nos anos 2008, 2011 e 2013yaomo Rio Grande do Norte
em 2011. A figura 11 apresenta o mapa da dist@oudps municipios onde ocorreram
os referidos focos, ilustrados em amarelo. Obsergagque os focos encontram-se
agrupados na regidao dos estados citados e bemadepados dois outros grupos
estudados.

As sequéncias JF795528.1 Minas Gerais, e JF795588pdinosa,
JF795529 Agulhas Negras e dos isolados por Cattynetlual. (2014) identificadas por
KJ746668.1 2013 Paulista/ParaibaB e KJ74666.1 2883 Bento/ParaibaB foram
incluidas no estudo. Os isolados de Cargnelutinfoagrupados junto a maioria dos
isolados naquele estado no ano de 2013. Por @dog hos trabalhos de Pauszek et. al.,
(2011) e também Cargnelutti et. al., (2014), ossvivlinas Gerais, Espinosa e Agulhas
Negras encontram-se nas arvores agrupados em @e@dmos, 0 que ndo aconteceu
no estudo, uma vez que o virus Agulhas Negras quadgrupado no grupo C. A
possivel explicacdo para este fato pode estar naapquantidade de sequéncias de
Alagoas vesiculovirus que encontravam-se depositadabanco de dados, quando da
realizagéo dos trabalhos dos referidos autores.

No grupo C encontram-se 22 amostras assim disiabwim em Mato
Grosso em 2008; um em Goias em 2008; treze na Bahid014; seis no Maranh&o,
sendo um de 2014 e cinco de 2016 e um do estadoachntins em 2017. A figura 11
apresenta 0 mapa da distribuicdo dos municipiog @udrreram os referidos focos,
ilustrados em gotas verdes e azuis. Conforme chdeyas amostras destes dois grupos
foram oriundas de municipios localizados em muioside regido central e sudoeste da

Bahia, leste do Maranh&o e duas isoladas de Gdiasantins.
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Figura 9. Arvore filogenética baseada nas sequéncias do dane
fosfoproteina (P) délagoas vesiculovirysonstruida usando o programa MEGA 6.0,

método Neighbor-joining com 1000 replicatas de &wap e modelo K2. Somente
valores > 70% sao mostrados.
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Figura 10. Arvore filogenética baseada nas sequéncias do dgefiesfoproteina (P)
do Alagoas vesiculovirysconstruida usando programa MEGA 6.0, método da

verossimilhanca (ML) com 1000 replicatas de boapst modelo K2. Somente valores

> 70% sao mostrados.
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As arvores de Neighbor-joining e Maximum Likelihoagrresentaram
topologias similares, confirmando a criacdo doggsusuportada com alto valor de
bootstrap. Nao houve diferenca no agrupamento e@séscias entre as arvores e,
dentre os grupos, o pouco suporte de bootstraparadn pouca divergéncia genética
entre os isolados.
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ocorreram focos durante 2008, 2010 e 20! een 2013.

O grupo B das arvores filogenéticas é formado Rosétjuéncias sendo
quatro delas obtidas junto ao GenBank. A figuraapPesenta a distribuicdo de 17
municipios onde ocorreram focos da doenca localgatbs estados do Pernambuco,
Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceara. Observan®mggjisolados dos anos de 2008,
2010 e 2011 se agruparam em clados mais préximusodgas arvores, onde também
se encontra a sequéncia do virus Espinosa que éagquéncia de um antigo isolado de
1977. As demais sequéncias foram obtidas de isshadais de focos do ano de 2013.

A figura 12 mostra, ainda, que o foco mais antigese estudo ocorreu
em 2008 no municipio de Petrolina-PE, e que exista dispersdo do virus para os
demais estados até alcancar a regido norte do.Cearéa

A distancia entre os dois clados formados dentrgrdpo C foi de 3,7%,
maior do que a distancia intraclados (Tabela 49gsar de ser uma distancia relevante,

este valor ndo pode ser utilizado para se formarsubgrupo dentro do clado pelo
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pouco numero de sequéncias analisadas. Porém é@amgoconsiderar que em estudos
futuros nos quais serdo agregadas novas sequéissiaspossa acontecer como
anteriormente relatado com as sequéncias dos Efpinosa, Minas Gerais e Agulhas
Negras.

O calculo da média das distancias inter e intrmguformados pelas
arvores filogenéticas foram determinados pelo nander diferencas e feitos usando o
MEGA 6.0, empregando-se 0s mesmos métodos de teoghts das arvores. A Tabela

49 apresenta os resultados da distancia calculéetael intragrupos (A, B e C).

Tabela 49.Distancia genética inter e intragruposAlagoas Vesiculvirus

Distancia Distancia
Intergrupos (%) Intragrupos (%)
A B C 40 * 35*
B 56,1 _ _ 2,4 2,7
C 49,2 17,6 _ 2,8 3,1

« NuUmero de amostras utilizadas na analise.

Os resultados mostram que os valores de distantria @s grupos foram
considerados altos entre A e B (56,1%) e A e Q2%9, Entre B e C os valores foram
considerados menores (17,6%). A distancia intemgup e B e A e C foi de
aproximadamente trés vezes maiores do que aquetantesda entre os B e C. Os
resultados de divergéncia encontrados permitenriirmjee o Alagoas vesiculovirus
originario do isolamento por Andrade e colaborasla® 1964, constituem uma cepa
geneticamente diferente dos isolados de campotddaes

Os resultados da distancia intergrupos foram cadimd para o conjunto
de 40 sequéncias e para um segundo conjunto degB®riias, uma vez que algumas
delas pertenciam ao mesmo foco e eram idénticasloseetiradas do célculo. Os
valores da distancia calculadas dentro de cadaogmupstrou que os grupos B e C
apresentaram baixo nivel de variacdo génica, sead@4% e 2,7% para o grupo B e de
2,8 e 3,1% para o grupo C.

Estes resultados estdo em acordo com trabalhosidev&ter-Lovett et

al. (2007) de epidemiologia molecularew Jersey vesiculovirusolados nos Estados
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Unidos nos anos de 2004 e 2005 e no México de @4, em que relataram baixo
nivel de variacdo genética dentre os grupos. Bwoo dado, Velazquez-Salinas et al.
(2014), na andlise filogenética do gene ANewv Jersey vesiculovirde 176 focos no
México e cinco dos Estados Unidos de 2005 a 20idgrdram alta heterogenicidade
genética de isolados mexicanos (> 17% de divergédei nucleotideos) e baixa
divergéncia somente nos focos americanos (< 1%).

A caracteristica de baixa divergéncia pode secimiada a sequéncias
oriundas de focos que aconteceram em curtos paergeltempo, como nos observados
por Rainwater-Lovett et al. (2007) e aqueles rel@ilos no grupo B e C do nosso
estudo, que ocorreram na sua maioria em 2013 e B&dgkctivamente.

Pouca pesquisa tem sido feita com o0s vesiculoviggponsaveis por
focos no Brasil. Destacam-se os estudos de Paustizelk (2008) que fizeram a
completa caracterizacdo do genomaCiwal e Alagoas vesiculovirgsde Pauszek et
al. (2011) que estudaram as relacdes genéticagérinas soroldgicas de isolados do
Brasil e Argentina, agrupando os isolados em ddssintbs grupos monofiléticos.
Consideramos de grande importancia a realizacadutleos estudos de relacdes
genéticas e antigénicas com novos isolados brasilevisando dar continuidade a
pesquisa da epidemiologia molecular do virus naiBrainda no Brasil em 2014,
Cargnelutti et al. fizeram a caracterizagdo gédeairus isolados no estado da Paraiba
que tiveram seu agrupamento proximo aos vesicuisvigspinosa e Minas Gerais.
Acrescenta-se que nestes trabalhos foram utilizpdasas sequéncias do Alagoas
vesiculovirus.

Este foi primeiro estudo com a caracterizacdo nutdecde amostras
destinadas ao diagnéstico em Laboratérios da rdéidealodo MAPA, no qual os
isolados foram agrupados em trés grupos nas arfbogenéticas. Além disso, a
pesquisa contribuiu de maneira relevante para odgitepdas sequéncias ddagoas
vesiculovirusjunto ao banco de dados do GenBank, que contau@angioria com
sequencias de vesiculovirus responsaveis por fesopaises da América do Norte,

Ameérica Central e norte da América do Sul.
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4. CONCLUSOES

O sequénciamento génico dos isolados Alagoas vesiculovirus
pertencentes aos permitiu a reconstrucao de arfilogsnéticas com a criacao de trés
grupos filogenéticos;

O grupo “A”", constituido pelo Alagoas vesiculovirusolado por
Andrade e colaboradores em 1964, apresentou gidimeiegéncia génica com outros
isolados do estudo;

O grupo “B” foi composto em sua maioria por amastope foram
isoladas de focos nos estados do Ceara, Rio Gamdéorte, Paraiba e Pernambuco,
enquanto que, as do grupo “C” foram responsavess rpaioria dos focos de 2014 no
estado da Bahia e de 2016 no Maranhdo.

O calculo da distancia permitiu concluir que exiditeergéncia genética
entre 0s grupos, porém ela foi considerada baieeadp avaliada dentro de cada um

deles.
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