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Testes de diagndstico para o virus da leucemia bovina

Diagnostic tests to bovine leukemia virus
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Resumo

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), uma nested-PCR (nPCR) um teste imunoenzimatico (ELISA) e a imunodifusdo em
gel de agar (IDGA) foram utilizados para identificar bovinos Pantaneiros naturalmente infectados pelo virus da leucemia bovina
(BLV), e os resultados dos quatro testes comparados. A concordancia entre os testes foi de 86,2%, 70,0% e 62,5%, respectiva-
mente para ELISA/IDGA, IDGA/PCR e ELISA/PCR. A nPCR amplificou DNA proviral de 12 amostras negativas a PCR e de quatro
bovinos com resultados negativos em testes soroldgicos; entretanto, ndo amplificou o DNA proviral de quatro amostras de
bovinos soropositivos.
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Abstract

A polymerase chain reaction (PCR), a nested-PCR (nPCR), an immunoassay test (ELISA) and agar gel immunodiffusion (AGID)
were used to identify Pantaneiro cattle naturally infected by bovine leukemia virus (BLV) and the results were compared. The
concordance between tests were 86.2%, 70.0% and 62.5% for ELISA and AGID, AGID and PCR, ELISA and PCR, respectively.
Nested-PCR amplified proviral DNA from 12 samples negative by PCR and from four bovines with negative results in serologic

tests, while could not amplify proviral DNA from four samples from serum positive bovines.
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O virus da leucemia bovina (BLV) é o agente etiolégico da
leucose enzodtica bovina (LEB), uma enfermidade que ocor-
re primariamente em bovinos e apresenta distribuicdo mun-
dial, causando diminui¢&o na eficiéncia produtiva e reprodutiva
e morte de animais, devido ao desenvolvimento de
linfossarcomas (Da et al., 1993, D"Angelino et al., 1998). Este
trabalho teve como objetivo detectar bovinos Pantaneiros
infectados com o BLV utilizando a IDGA, ELISA, PCR e nPCR
e comparar os resultados encontrados. Foram coletadas
amostras de sangue em tubos com e sem anticoagulante
(EDTA), de bovinos do ecotipo Pantaneiro que ndo apresenta-
vam sinais clinicos da LEB, originados da sub-regido da
Nhecolandia, pantanal sul-mato-grossense. Cento e nove
amostras tiveram seus resultados comparados pelas técni-
cas de IDGA e ELISA, 40 pela IDGA e PCR, 24 pelo ELISA e
PCR e 27 amostras foram testadas pela nPCR. A detecc¢do de
anticorpos para o BLV foi realizada pelas técnicas de IDGA
(Miller e Van der Maaten 1977) e ELISA (VMRD, EUA). Células
mononucleares do sangue circulante (PBMC) foram obtidas

utilizando-se o Ficoll-Hypaque (GIBCO-BRL). O GFX Genomic
Blood DNA Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech,
EUA) foi utilizado na extragdo de DNA. Os primers utilizados
na PCR (BLV1 5128-gggccatggtcacatatgattg e BLV2 5627-
cgttgccttgagaaacattgaac) e na nPCR (IF 5258-
cctgcatctcaaacaatgtca e IR 5502-gctggagatggttttgttatatac),
amplificam uma regido conservada do gene env do BLV que
codifica para a glicoproteina gp51. Os nameros acima
correspondem aos descritos no trabalho de Sagata et al.
(1985). Das 109 amostras de soro utilizadas na IDGA e ELISA,
15 apresentaram resultados discordantes, sendo negativas
a IDGA e positivas ao ELISA, o que pode ser devido a maior
sensibilidade do ELISA (Simard et al. 2000). A PCR n&o ampli-
ficou DNA proviral em amostras de 12 bovinos soropositivos,
0 que pode ter sido causado por flutuagcdes no ndmero de
linfocitos infectados e/ou copias do provirus (Reichel et al.,
1998; Gutierrez et al., 2001; Rola e Kuzmak, 2002), localiza-
¢do dos linfécitos infectados (Klintevall et al. 1994) e variacéo
no provirus (Marsolais et al., 1994; Fechner et al., 1997). A
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PCR amplificou DNA proviral de trés bovinos soronegativos a
IDGA. A coleta de sangue de animais com infeccdo recente
(Kuckleburg et al., 2003) ou no periodo de periparto (Ebertus
et al., 1987) e a presenc¢a de gendtipos associados a falhas
na resposta imune humoral (Fechner et al., 1997) podem ex-
plicar essa falha. Entretanto, Licursi et al. (2002) ndo observa-
ram relagdo entre a resposta imune antiviral e a
heterogeneidade do BLV. Apesar da pequena variagcdo gené-
tica observada no gene env do BLV (Mamoun et al., 1990),
inclusive em trés amostras brasileiras (Camargos et al. 2002),
€ possivel que variagdes no provirus causem falhas no
anelamento. Para confirmar essas hipoteses seriam neces-
sarios estudos avaliando a variagdo genética no gene env
dessas amostras, avaliagdo continua dos animais e a colhei-
ta de células sangliineas a partir de outras amostras, como
por exemplo pungéo de linfonodos e bago. A nPCR amplificou
DNA proviral de 12 amostras negativas a PCR e de quatro
bovinos com resultados negativos em testes sorolégicos.
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Quatro amostras de animais soropositivos nédo foram
amplificadas pela nPCR. A concordancia observada entre os
testes foi de 86,2%, 70,0% e 62,5%, respectivamente para
IDGA/ELISA, IDGA/PCR e ELISA/PCR. Em amostras de bovi-
nos pantaneiros o ELISA foi o teste que detectou o maior nu-
mero de animais infectados. A PCR ndo se mostrou eficiente
na amplificagdo do DNA proviral em amostras de bovinos
soropositivos, 0 que tornou necessaria a utilizagdo da nPCR.
Os resultados discordantes provavelmente refletem diferen-
¢as no estadio da infecgdo, niveis de anticorpos, niumero de
células infectadas e/ou copias do provirus, e/ou sensibilida-
de/especificidade dos testes utilizados. Embora a PCR e a
nPCR apresentarem custos mais elevados e néo terem sido
desenvolvidas para substituir os testes sorolégicos tradicio-
nais, estas técnicas podem ser utilizadas de forma comple-
mentar a sorologia, por exemplo para detectar animais
infectados precocemente e para confirmar a infeccdo em
amostras de sangue.
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