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Deteccao do virus Maedi-Visna em amostras de lavado bronco-alveolar
de ovinos através da técnica de Nested PCR utilizando diferentes pares de primers*
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ABSTRACT

Background: Small ruminant lentiviruses (SRLV) are characterized by a high degree of genetic variability related to your
replication process, resulting in several strains in different geographic regions. The Polymerase Chain Reaction (PCR) is
very successful in the detection of proviral DNA of SRLV, however, due to the high variability of the lentivirus genome,
the efficiency and sensibility of PCR depends mainly on the specificity of the primers designed and the choice of the
amplified target viral region. The aim of this study was to compare detection of Maedi Visna Virus (MVV) from bronco
alveolar lavage samples of sheep by Nested PCR using primers for the gag and LTR genes.

Materials, Methods & Results: Samples of sheep bronchoalveolar lavage (n = 58) from slaughterhouse in the Metropolitan
Region of Fortaleza were previously tested by nested PCR using primers for region gag. Thereafter, these samples were
tested by nested PCR with primers designed for the LTR region. Both tests were conducted using thermocycler (Biocycler®)
under the following conditions: initial denaturation at 94°C for 5 min, followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 1
min, annealing of primers at 56°C for 1 min and extension of DNA at 72°C for 45 s with a final extension at 72 for 7 min.
The first and second round were performed under the same conditions. Every amplification was performed using a positive
control MVV-K1514 and water RNA/DNA free with a negative control. After the amplification, the PCR products were
separated by agarose gel electrophoresis at 1% stained with ethidium bromide in TBE buffer. The tests revelead only 1
sample (P1) was detected exclusively for the primer of gag gene, while 8 samples were positive only for the test performed
with primers of the LTR region, 5 samples were positive for both sets of primers tested and 30 samples were negative for
all tests. The test with the LTR gene demonstrated 37.93% (22/58) positives of Maedi Visna in the samples studied.
Discussion: In recent years, with advances in molecular biology techniques, some PCR protocols have been developed for
the diagnosis of SRLV. However, these viruses exhibit a high instability and mutation rate becomes very difficult to use the
same primers in different geographic regions. In this study, comparing the MV'V detection capability by nested PCR with
differents primer sets was possible to demonstrate that primers LTR gene were more efficient in detecting positive animals
when compared with the primers designed for the gag region. In all tests, only the animal (P1) was positive for the nested
PCR performed with the primers for the gag gene, not being detected by the LTR gene. Some studies suggest success in
the detection of MVV using primers for the gag gene. However, for more efficient detection of MVV in sheep samples,
many studies have shown that the choice of primers for the LTR region is more accurate, since these primers have better
MVYV detection capability even when it has a large range of circulating virus strains. it is known that the genetic diversity
of SRLV generate difficulties in carrying out molecular tests, since the molecular diagnostic tests depend on factors such
as the percentage of identity of nucleotides of the viral populations circulating in the herds and the sequences used for
testing. In this study it is possible to conclude that the effective control of lentiviruses diagnostic methods should be chosen
properly in order to be applied in disease control programs.
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INTRODUCAO

As lentiviroses de pequenos ruminantes sao
infec¢des causadas pelos virus Maedi Visna (MVV)
e o virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) que
estdo normalmente associados como causadores de
enfermidade em ovinos e caprinos respectivamente.

O genoma dos lentivirus de pequenos ru-
minantes (LVPR) é similar ao de outros lentivirus,
constituido por genes codificadores das proteinas es-
truturais (gag e env) e enzimas virais (pol), acessorios
(tat, rev e vif) com fungdes regulatérias na replicagao
viral, além de duas regides terminais nao codificantes
(LTRs) [5,22].

Estes virus apresentam como caracteristica
uma elevada variabilidade genética relacionada ao
processo de replicagdo viral, resultando na formagao
de variadas estirpes virais em diferentes regides geo-
gréaficas [17,24].

Intimeros trabalhos tém demonstrado com
sucesso o uso da técnica de PCR na deteccdo do DNA
proviral dos LVPR [18,19,23,26], uma vez que essa
técnica apresenta alta sensibilidade e especificidade
[14]. Na maioria dos estudos, a detec¢do de LVPR € re-
alizada utilizando primers desenhados para o gene gag,
uma vez que este apresenta sequéncias conservadas
em diferentes amostras de LVPR. No entanto, devido
a alta variabilidade gendmica dos lentivirus, a escolha
dos primers em genes relativamente conservados como
pol e LTR tem melhorado a sensibilidade da técnica,
permitindo a detec¢do de um grande espectro de cepas
de campo do CAEV e MVV [24].

Este trabalho tem como objetivo comparar o
potencial dos primers gag e LTR na deteccao do virus
Maedi Visna em amostras de lavado bronco alveolar
de ovinos através da técnica de Nested PCR.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado na Regido Metropoli-
nada de Fortaleza, no municipio de Maracanai que
apresenta como caracteristicas geograficas uma altitude
média de 48 m, latitude 3° 52’ 36” e longitude 38° 37’
32”, com area absoluta de 105,70 km2. Seu clima é
Tropical Quente Sub-timido, com pluviosidade de
1.399,9 mm, temperatura média de 26 a 28°C, sendo
o periodo chuvoso compreendido nos meses de janeiro
a maio [10].

Primers

Os primers utilizados para amplificar o gene gag
foram desenhados e confeccionados de acordo com Sal-
tarelli et al. [22]. Os primers externos GEXS5 (5’-CAAG-
-CAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3’)e GEX3 (5’-TCC
—TACCCCCATAATTTGATCCAC-3") foram utilizados
na primeira amplificacdo, e os primers internos GINS5
(5’-GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-3’)
e GIN3 (5’-ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATT-
TCCC-3’) foram utilizados na segunda amplificac@o.

Para a realiza¢do da Nested-PCR utilizando
primers para a regido LTR foram utilizados primers
confeccionados de acordo com Ryan et al. [21].

Os primers externos LTREX EFW (5'-AC-
TGTCAGGRCAGAGAACARATGCC-3") e LTREX
ERV (5'-CTCTCTTACCTTACTTCAGG-3') foram
utilizados na primeira amplificacdo, e os primers in-
ternos LTRIN IFW (5'-AAGTCATGTAKCAGCTGA-
TGCTT-3") e LTRIN IRV (5'-TTGCACGGAATTAG-
TAACG-3') foram utilizados na segunda amplificacdo.

Amostras

Para testar o potencial de detec¢do dos primers
descritos anteriormente foram utilizadas 58 amostras
de DNA extraidas do lavado bronco-alveolar de ovi-
nos abatidos na Regido Metropolitana de Fortaleza,
segundo protocolo de Martins et al. [11]. As amostras
extraidas foram armazenadas em eppendorffs® de 2 mL
e conservadas a -20°C até subsequente uso.

Nested PCR

A Nested PCR (nPCR) foi realizada em dois
rounds visando amplificar um fragmento final de 200pb
do DNA proviral do MV V. Inicialmente as amostras
foram testadas com os primers do gene gag [22] e
posteriormente avaliadas novamente com os primers
confeccionados para o gene LTR [21].

A amplificacdo foi realizada utilizando-se
o termociclador (Biocycler MJ96+/MJ96G)! sob as
seguintes condicdes: desnaturagdo inicial a 94°C por
5 min, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C
por 1 min, anelamento dos primers a 56°C por 1 min e
extensdo do DNA a 72°C por 45 s, com extensio final
a72°C por 7 min, sendo similar no primeiro e segundo
round da PCR.

Para cada amplificacdo, um controle positivo
de MVV-K1514 e 4gua livre de DNA/RNA como
controle negativo foram utilizados em paralelo com
as amostras.
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Os fragmentos amplificados foram analisados
por eletroforese em cuba horizontal. Uma aliquota de
8 uL de cada amostra mais 2 uL. do tampdao de carre-
amento foi disposta em gel de agarose a 1% corado
com brometo de etidio (10 pg/uL). As bandas foram
visualizadas em transiluminador de luz ultravioleta
(Vilber Lourmat -Transilluminator UV/white light)?
e fotodocumentadas (LOGIG 200 PRO Serie)**. Os
tamanhos dos fragmentos amplificados foram compa-
rados ao padrio de peso molecular 100 pb DNA ladder?
e ao controle positivo.

RESULTADOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar o poten-
cial de deteccdo do primer LTR frente aos resultados
obtidos com os primers para o gene gag. A Nested

PCR realizada com os primers para o gene gag re-
velou a presenca do DNA pro6-viral em seis das 58
amostras analisadas, sendo as amostras positivas
denominadas P1, P11, P23, P24, P25 e P36, repre-
sentando 10,34% de positividade. Todas as demais
amostras foram negativas quando testadas para o
gene gag [11].

Enquanto que o resultado obtido da Nested
PCR realizada com os primers para o gene LTR de-
monstraram positividade em 22 amostras, representan-
do 37,93% das amostras analisadas (Figura 1).

Das amostras testadas, 5 apresentaram positi-
vidade para os 2 primers testados (P11, P23, P24, P25
e P36). Enquanto que 30 amostras foram consideradas
negativas quando testadas para os 2 tipos de primers
utilizados no experimento (Tabela 1).

Tabela 1. Resultado das amostras testadas pela reacdo de Nested PCR realizada com primers para regido gag e LTR em amostras de

lavado bronco-alveolar de ovinos.

Amostra LTR Positiva

gag Positiva

gag e LTR Positiva

P1
P9
P11
P12
P13
P14
P23
P24
P25
P26
P36
P37
P38
P39
P45
P51
P52
P53
P54
P55
P56
P57
P58
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Figura 1. Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio, apresentando produtos da amplificac@o do fragmento-alvo
do DNA proviral do MVV equivalente a 200pb. Detec¢ao do DNA pré-viral do MVV nas amostras de lavado bronco-
alveolar utilizando primers desenhados para a regido LTR. MM corresponde ao marcador molecular (marcador DNA
ladder 100pb); C- (controle negativo); C+ (con—trole positivo); P10 amostra negativa, P11 a P14 amostras positivas.

DISCUSSAO

No estado do Ceard, foram realizados os pri-
meiros levantamentos soro epidemiol6gicos através de
técnica de IDGA, em 60 animais com sintomatologia
condisente com Maedi Visna, destinados a abate na
Regido Metropolitana de Fortaleza, onde se observou
que um percentual de 31,61% dos animais avaliados
eram positivos [1]. Enquanto que em outro estudo
verificou-se a ocorréncia de 11 animais soropositivos
para a infeccdo pelo MVV em um total de 223 avalia-
dos, representando uma prevaléncia de 5% da infeccio
pelo MVV [3]. Isto estd relacionado com o fato de
que os ovinos para corte sdo abatidos precocemente
e ainda ndo haveria tempo hdbil para soroconversao,
0 que impossibilitaria um diagndstico preciso pela
técnica de IDGA.

Tabela 2. Comparacgdo da reacdo de Nested PCR realizada com primers
para regido gag e LTR em amostras de lavado bronco-alveolar de ovinos.

Resultado LTR gag
Positivo 22 06

Negativo 36 52
TOTAL 58 58

Nos resultados obtidos com a Nested PCR
com os primers para a regido LTR verificou-se uma
positividade de 37,93% (22/58), demonstrando que, a
técnica de PCR, quando realizada com o primer LTR,
& mais eficaz para detectar animais positivos para Ma-
edi Visna na regido estudada (Tabela 2). As amostras
de lavado bronco alveolar de ovinos utilizadas neste
estudo foram coletadas de pulmdes que apresentavam
em sua grande maioria lesdes macroscépicas sugestivas
de infec¢@o pulmonar.

Nos ultimos anos, com o avango das técnicas
de biologia molecular, alguns protocolos de PCR tém
sido desenvolvidos para diagndstico dos LVPR. No
entanto, como estes virus apresentam uma elevada
instabilidade e alta taxa de mutag@o torna-se muito
dificil a utilizacdo dos mesmos primers em diferentes
regides geograficas [4].

Alguns autores verificaram que existem se-
melhangas gendmicas e antigénicas entre o lentivirus
caprino e ovino, o que permitiria a utilizagdo de primers
com a capacidade de detec¢do para ambos os virus
[9,26]. No presente trabalho, ao comparar a capacidade
de deteccdo do MV'V pela técnica de Nested PCR com
diferentes conjuntos de primers foi possivel evidenciar
que os primers para o gene LTR foram muito mais
eficientes em detectar os animais positivos. Verifica-se
que a Nested PCR (LTR) detectou 22 (37,93%) animais
positivos contrastando com os achados de Martins et
al. [11], que ao utilizar os primers para o gene gag
detectou o DNA pré-viral do MVV em apenas seis
(10,34%) das amostras analisadas. Esses achados se
justificam pelo fato de que LVPR apresentam elevada
variabilidade gendmica e a escolha dos primers pode
influenciar na sensibilidade da técnica de PCR que sera
executada [24]. Sabe-se que mutagdo viral conduz a
uma elevada variabilidade de sequéncias, mesmo den-
tro de um unico individuo, formando quasiespecies,
conceito proposto por Manfred Eigen e € definido
como um populagdo de variantes genéticas das quais
uma é dominante [15].

A maioria dos estudos realizados para deteccdo
de LVPR é realizada utilizando primers desenhados para
0 gene gag, uma vez que este apresenta sequéncias
conservadas em diferentes amostras de LVPR [24].
Dos animais testados, apenas o animal P1 foi positivo
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exclusivamente para a Nested PCR realizada com os
primers para o gene gag, nao sendo detectado pelo gene
LTR. Alguns trabalhos sugerem sucesso na detec¢do do
MVYV utilizando primers para o gene gag [7,16].

No entanto, para detec¢do mais eficiente do MVV
em amostras de ovinos, muitos trabalhos tem demons-
trado que a escolha de primers para a regido LTR € mais
acertada [2,8,26], uma vez que esses primers apresentam
uma melhor capacidade de deteccdo do MVV mesmo
quando se tem uma ampla variedade de cepas circulantes
do virus [20]. Este fato pode ser confirmado neste trabalho
quando se verifica que 16 dos 22 animais positivos para
deteccdo com LTR foram positivos exclusivamente para
a reacdo com os primers do LTR.

No entanto, outros trabalhos tem demonstrado
que a PCR realizada para o gene gag é mais sensivel
do que quando realizada para o gene LTR [6,18,25].

Com a realizag@o deste trabalho foi possivel
verificar que algumas amostras foram positivas somente
para os primers LTR (22/58), uma tinica amostra foi
positiva somente para deteccao com 0s primers para o
gene gag (1/58) e cinco amostras foram positivas quando
analisadas para os dois conjuntos de primers descritos
(5/58), enquanto que 30 amostras foram negativas para
todos os testes realizados. Esses achados demonstram
que ha diferencas gendmicas nos virus circulantes na
regido estudada. Sabe-se que essa diversidade genética
dos LVPR representa um problema relevante na reali-
zagdo dos testes diagndsticos moleculares, uma vez que
a os testes desenvolvidos dependem de fatores como a
porcentagem de identidade dos nucleotideos das popu-
lacdes virais que circulam nos rebanhos e as sequencias
utilizadas para realizacdo dos testes (primers) [12,13].

CONCLUSAO

Para controle eficaz das lentiviroses os métodos
diagnésticos devem ser escolhidos de forma correta a
fim de serem aplicados em programas de controle da
doenca. Existem inimeros fatores que podem influen-
ciar na escolha do método diagnéstico e devem ser
levados em considera¢do como a carga viral presente
em cada animal, se houve ou ndo tempo hébil para
soroconversao e a variabilidade do genoma viral em
diferentes regides geograficas.

Neste trabalho, foi possivel demonstrar que
a Nested PCR realizada com os primers desenhados
para o gene LTR é muito mais eficaz em detectar o
virus Maedi Visna na regido estudada do que quando
realizada com os primers desenhados para o gene gag.
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