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RIBEIRO, M.C.M. “Padronizacio da coaglutinacio na preparacdo de acidos
nucléicos do parvovirus canino e virus da cinomose para diagndstico molecular”.
Botucatu, 2008. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade Estadual Paulista.

A cinomose e a parvovirose canina sdo duas enfermidades infecto-contagiosas de
grande importincia para a clinica de pequenos animais onde a PCR vem sendo aplicada
com O&timos resultados no diagndstico. No entanto, para o sucesso da técnica, ¢
necessario que o acido nucléico esteja o mais puro possivel e livre de inibidores das
polimerases (Transcriptase reversa e/ou Taq DNA polimerase), desejando-se um
método de extragdo simples e rapido. O teste de coaglutinagdo utilizando o
Staphylococcus aureus (COA) ¢ baseado na propriedade da proteina A de se ligar
especificamente a por¢cdo Fc da imunoglobulina G de alguns mamiferos e algumas
subclasses de IgG de camundongos. Assim, neste trabalho utilizou-se a coglutinagdo
para obtencdo de DNA ou RNA livres de inibidores, com capacidade de concentracdo
de particulas virais dispersas nas amostras biologicas e de forma simples, rdpida e de
baixo custo. Para tanto, 10 amostras de fezes positivas para o virus da parvovirose
canina ¢ 17 amostras de urina positivas para o virus da cinomose foram submetidas a
extracdo de acidos nucléicos utilizando o COA e kits comerciais para posteriormente
serem analisadas pela PCR em tempo real ¢ PCR convencional respectivamente. As
amostras de fezes foram diluidas de 1: 10 a 1: 100 000 e as amostras de urina foram
utilizadas puras. A metodologia desenvolvida foi eficiente na extragdo dos dois tipos de
amostra. O método proposto demonstrou ser confiavel e de baixo custo para a

preparagdo de DNA e RNA viral para o diagnostico molecular.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, coaglutinagdo, virus da cinomose, virus da

parvovirose canina, diagnostico molecular.



RIBEIRO, M.C.M. “Standardization of Protein A Coagglutination for Preparing
Canine Parvovirus and Canine Distemper Virus Nucleic Acids for Molecular
Diagnosis”. Botucatu, 2008. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista.

PCR presents excellent results for the diagnosis of canine distemper and canine
parvoviruses, two important infectious and contagious diseases for small animal internal
medicine. However, success of technique depends on nucleic acid samples free of
polymerase inhibitors (Reverse Transcriptase and / or Taq DNA polymerase). The
coagglutination test using Staphylococcus aureus (COA) is based on the property of
specific binding of protein A to the Fc portion of immunoglobulin G of some mammals
and some of IgG subclasses of mice. This work was carried out the coagglutination
procedure to obtain nucleic acid inhibitors free, with capacity for viral particle
concentration dispersed in biological samples, simply, quickly and low cost. For this
purpose, 10 canine parvovirus positive stool samples and 17 canine distemper virus
positive urine samples were submitted to the preparation of nucleic acids using the COA
and commercial kits in order to be analyzed by real-time PCR or conventional PCR
respectively. Fecal specimens were diluted from 1: 10 to 1: 100 000 and urine samples
were used pure. The developed methodology was efficient in extracting the two types of
sample. The method proposed demonstrated to be reliable and cheap to prepare viral

DNA or RNA for molecular diagnosis.

Key words: Staphylococcus aureus, coagglutination, canine distemper virus, canine

parvovirus, molecular diagnosis.
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Introducio

O uso da PCR no diagnostico molecular vem crescendo a ponto de hoje ser aceita
como padrdo ouro para a identificacdo de agentes etiologicos em diversas amostras,
tornando-se uma ferramenta essencial nos laboratérios de pesquisa de diversas
especialidades, incluindo a virologia (MACKAY et al., 2002). Entretanto, a utilidade da
PCR na deteccdo de microorganismos em amostras bioldgicas complexas, como
amostras clinicas, ambientais e alimentos ¢ limitada em parte pela presenca de
substancias inibidoras da PCR ou que reduzem a eficiéncia da amplificagdo. Os
inibidores podem atuar interferindo na lise celular, degradando ou capturando os acidos
nucléicos e/ou interferindo na a¢do das polimerases (AL-SOUD e RADSTROM, 2000).

A cinomose € a parvovirose canina sdo duas enfermidades infecto-contagiosas de
grande importancia para a clinica de pequenos animais. Trata-se de doengas onde o
diagnostico laboratorial especifico € imprescindivel, uma vez que os sinais clinicos sdo
inespecificos € o hemograma nem sempre € caracteristico. Sendo assim, em se tratando
de duas enfermidades altamente contagiosas, o diagndstico especifico permite a
prevencdo da propagacdo da enfermidade entre os contactantes, principalmente em
canis e abrigos, além da segregacdo destes animais em ambiente hospitalar, evitando
assim a contaminag¢ao dos demais internados.

Desde 1995, a reagdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR)
¢ utilizada como ferramenta diagndstica para cinomose (SHIN et al., 1995). Trata-se de
uma técnica com alta sensibilidade analitica, porém, esta varia de acordo com o tipo de
amostra, método de extracdo de RNA e escolha do primer (SAITO et al., 2006a).
Porém, quando comparada com outras técnicas de deteccdo viral, as vantagens sdo
muitas como, por exemplo, a realiza¢do do diagndstico rapido e precoce (GEBARA et
al., 2004) sendo, até o presente momento, o melhor método de diagndstico ante mortem
da enfermidade (SAITO et al., 2006b).

Diversos ensaios estdo disponiveis para a detec¢do do CPV-2 em fezes de animais
infectados. A hemaglutinacdo e o isolamento viral podem falhar na deteccdo de
pequenas quantidades de virus, ou se estes foram neutralizados pelos anticorpos
secretados. Além disso, o efeito citopatico, induzido pelo CPV-2 em culturas de células
infectadas, freqiientemente ndo ¢ evidenciado, necessitando de coloragdo para
imunofluorescéncia, um trabalho adicional (DECARO et al, 2005a; ELIA et al, 2007).

Por outro lado, métodos de baseados na deteccio do DNA do CPV-2 mostram-se muito
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sensiveis (UWATOKO et al, 1994; PEREIRA et al, 2000; STROTTMANN et al.,
2008). Recentemente, foi desenvolvida uma técnica de PCR em tempo real, baseada na
tecnologia TagMan, que demonstrou-se especifica, sensivel e rapida, quando comparada
com a PCR convencional (DECARO et al, 2005a; DESARIO et al., 2005).

A preparagdo adequada de uma amostra ¢ formada pela obteng¢ao eficiente do 4cido
nucléico alvo e sua integridade, remocdo eficaz de inibidores da amplificacdo,
elimina¢do dos componentes que afetam outros substratos enzimdticos e auséncia de
microorganismos potencialmente perigosos (TANG et al., 2005). Isso ¢ particularmente
importante no caso das amostras de fezes, utilizadas para diagndstico do parvovirus, e
de amostras de urina, utilizada para diagnostico da cinomose. Ha muitos estudos
visando a eliminacdo ou a inibi¢do destas substancias, tais como a extragdo e
purificagdo do DNA por separacdo imunomagnética, filtragdo em gel, aquecimento e
dilui¢do de amostras. Para o uso de rotina, ¢ preferivel um método de extragdo de acido
nucléico simples e rapido, que possa ser aplicado na identificacio de patdogenos
diretamente das amostras de fezes, (UWATOKO et al., 1995) e, particularmente na
medicina veterinaria, barato.

O teste de coaglutinagdo utilizando o Staphylococcus aureus (COA) é baseado na
propriedade da proteina A, presente em grande quantidade na cepa Cowan I do S.
aureus, de se ligar especificamente a por¢do Fc da imunoglobulina G de alguns
mamiferos (KRONVALL et al., 1970) incluindo o coelho, cobaio e algumas subclasses
de IgG de camundongos. Assim sendo, quando anticorpos contra algum agente viral sdo
adicionados, em condi¢des Otimas de pH e temperatura, a suspensdo de S. aureus
previamente padronizada, forma-se um conjugado deixando a por¢do Fab da
imunoglobulina livre para reagir com o antigeno (KRONVALL, 1973).

Este teste ja foi utilizado com sucesso para a detec¢do de varios agentes virais
como o rotavirus (PERET et al., 1995), virus da febre aftosa (MONTASSIER et al.,
1994), virus da febre hemorragica dos coelhos (PESHEYV et al, 1996), parvovirus canino
(SINGH et al., 1998) e o virus da necrose hematopoiética infecciosa (BOOTLAND &
LEONG, 1992). Nos trabalhos acima descritos, o teste mostrou-se especifico, rapido,
barato e com baixo limiar de deteccdo. Mesmo assim, observa-se que 0 mesmo nio vem
sendo utilizado na pratica.

Diante do exposto, verificou-se a necessidade de técnicas de preparacdo de acido
nucléico com poder de eliminacdo de inibidores, presentes em grandes quantidades em

alguns tipos de amostra bioldgicas, aliado a procedimentos que visem a concentragcdo
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especifica do virus da cinomose em urina ¢ do parvovirus canino em suspensdo de

fezes.
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Revisido de Literatura

1. Cinomose

A cinomose canina ¢ uma enfermidade viral sist€émica que freqiientemente
possui altos indices de letalidade em todo o mundo (BLIXENKRONE-MOLLER et al.,
1991), sendo apenas menores que o da raiva canina (APPEL & SUMMERS, 1995).

O virus da cinomose (CDV) pertence ao género Morbilivirus ¢ a familia
Paramyxoviridae, onde também estdo incluidos o virus do sarampo, da peste bovina, da
peste dos pequenos ruminantes e alguns virus emergentes de mamiferos aquaticos
(SEKI et al., 2003).

Os virions sdo pleomdrficos e apresentam cerca de 150nm de didmetro. Sao
constituidos por um nucleocapsideo de simetria helicoidal, circundado por um envelope
derivado da membrana celular do hospedeiro. O envelope ¢ muito fragil, rendendo ao
virus vulnerabilidade a destrui¢do por armazenamento, congelamento e até preparagdes
para microscopia eletronica (FENNER et al., 1993).

O genoma ¢ composto por uma fita de RNA de fita simples negativa com
aproximadamente 15 a 16 kilobases, contendo seis genes ligados por seqiiéncias
repetidas em tandem. Eles codificam cinco proteinas estruturais e duas proteinas ndo
estruturais. A fosfoproteina (P) e a grande proteina (L) estdo associadas a
nucleoproteina (NP) e sdo necessarias para a replicacdo e transcri¢do. As glicoproteinas
sdo a hemaglutinina (H) e a de fusdo (F), esta ultima comanda a fusao do envelope viral
com a membrana celular, auxilia a anexacdo viral e, além disso, é responsavel pela
fusdo célula-célula que permite a propagagdo viral, sem a sua liberacdo, mesmo na
presenca de anticorpos. Devido a isso, a proteina F tem papel importante na patogenia
da infec¢do dos paramyxovirus, incluindo a infec¢do persistente (FENNER et al., 1993).
Ja a proteina H € a que apresenta maior diversidade e, por isso, ¢ a mais adequada para
monitorizagdo de mudancgas genéticas no virus (MURPHY et al, 1999).

O CDV ¢ extremamente sensivel ao calor e a dessecagdo e ¢ inativado por
temperaturas maiores que 50°C a 60°C por trinta minutos. Em tecidos e secregdes, ele
sobrevive por pelo menos uma hora a 37 °C e por trés horas a 20°C. Em climas
temperados, o virus ndo persiste nos canis apds a remog¢do dos animais infectados. O
tempo de sobrevida e armazenamento em temperaturas baixas ¢ longo. A temperaturas

de 4°C a 0°C ele permanece viavel por semanas e a temperaturas menores que -65°C,
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ele permanece estavel por pelo menos sete anos. CDV permanece viavel em pH entre
4,5 a 9,0. Procedimentos de desinfec¢do de rotina sdo eficazes para a destruigdo viral
em canis e hospitais (GREENE & APPEL, 2006).

A cinomose ¢ uma enfermidade comum em caes jovens, principalmente entre 3 e
6 meses de idade, periodo onde ha queda do titulo de anticorpos maternos. Porém, ela
pode ocorrer em qualquer faixa etaria, principalmente em populagdes onde o virus esta
amplamente disseminado. No Brasil, a cinomose é endémica, podendo representar até
6% das ocorréncias clinicas e até 11% das mortes em cdes (HEADLEY & GRACA,
2000).

A eliminagdo do virus inicia 7 dias pos-infecgdo. O CDV ¢ mais abundante nos
exsudatos respiratorios e € comumente disseminado por aerossois. Entretanto, pode ser
isolado de outros tecidos e secrecdes, incluindo a urina. O virus pode ser secretado por
60 a 90 dias pos-infecgdo, porém, periodos menores de eliminacdo sdo mais comuns.
Pode ocorrer também infeccdo transplacentdria e dependendo do estagio da gestagdo,
pode ocorrer aborto, natimortos ou nascimento de filhotes com ou sem sinais clinicos,
que podem desenvolver sinais neuroldgicos durante as primeiras quatro a seis semanas
de vida. Os filhotes sobreviventes vao apresentar imunossupressdo permanente devido
aos danos nos tecidos linféides primordiais (GREENE & APPEL, 2006).

A manifestacdo clinica da cinomose varia na dependéncia da viruléncia da
estirpe, da idade e do perfil imunolégico do cdo (AMUDE et al., 2007a). Mais de 50%
das infec¢des s@o subclinicas ou apresentam sinais clinicos moderados (SILVA et al.,
2007).

A infecgdo inicial ocorre nas células epiteliais e no tecido linféide da
nasofaringe, a primeira replicacdo acontece no tecido linféide do trato respiratorio. A
febre ¢ intermitente e seguida de linfopenia, que pode ser observada entre 3 e 6 dias
pos-infeccdo e que coincide com a primeira viremia, resultando na infec¢do de todo
tecido linféide. A segunda viremia é precedida de hipertermia severa e se mantém por
varios dias, permitindo a infec¢do de células epiteliais por todo o corpo do animal. Ela ¢
acompanhada pelo inicio da fase sintomatica, caracterizada por descarga nasal serosa,
conjuntivite e anorexia. Sinais gastrointestinais e respiratdrios podem ocorrer e
frequentemente sdo agravados por infeccdes bacterianas secundarias. Pode ocorrer
também encefalomielite em associagdo ou imediatamente apds a fase sistémica,
dependendo da estirpe viral. A hiperqueratose de coxins e do epitélio nasal também sdo

sinais clinicos freqlientemente observados (VON MESSLING et al., 2003).
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O animal pode apresentar diversos sinais neurologicos, estes dependem da éarea
do SNC afetada. Mais de 30% dos cdes manifestam sinais neuroldgicos durante ou apds
a infeccdo por CDV e a maioria dos animais selvagens infectados apresenta alguma
evidéncia de sinais neuroldgicos (RUDD et al.,, 2006). Geralmente, a mioclonia ¢
considerada a manifestacdo classica da infeccdo (KOUTINAS et al., 2002, SAITO et
al., 2006a).

A possibilidade da realizacdo do diagndstico laboratorial ante-mortem da
cinomose canina ¢ de fundamental importancia para os clinicos. A confirmacdo e/ou
exclusdo do CDV como provavel etiologia possibilita a realizacdo do prognostico de
forma mais objetiva e de condutas terapéuticas mais adequadas, além de proporcionar a
adog¢do de medidas de controle e profilaxia diferenciadas e especificas, mais apropriadas
para cada caso (NEGRAO et al., 2007).

Para realizacdo do diagndstico laboratorial ante-mortem da enfermidade, varios
métodos ja foram desenvolvidos, destacando-se a pesquisa de corpusculos de inclusdo,
presentes em neutrofilos circulantes, a imunofluorescéncia direta, imuno-histoquimica e
o isolamento do CDV em cultivo celular. Porém, todos os métodos apresentam
desvantagens, como baixa sensibilidade e ou especificidade, etapas laboriosas de
processamento do material bioldgico e tempo necessario para conclusdo do resultado
(FRISK et al., 1999).

A transcricdo reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) ¢
uma técnica molecular utilizada com o objetivo de identificagdo precoce do CDV em
cdes com sinais clinicos da infec¢do (FRISK et al., 1999; NEGRAO et al., 2007). Trata-
se de uma técnica muito sensivel, porém sua sensibilidade varia com o tipo de amostra
empregada, método de extracdo do acido nucléico e com a escolha dos primers (SAITO
et al., 2006a).

Na dependéncia exclusiva da forma de apresentacdo clinica e da evolugdo da
cinomose, o virus pode estar presente em uma gama de amostras bioldgicas. Nos
diferentes estagios da infeccdo, urina, sangue total, leucdcitos, fezes, saliva, secrecdo
respiratoria e liquor podem apresentar titulos variados do virus (FRISK et al., 1999;
SAITO et al., 2006a; KIM et al., 2006; AMUDE et al., 2006).

A deteccdo do CDV em amostra de urina vem recentemente ganhando
importancia no diagndstico da cinomose. A coleta de urina é realizada com maior
facilidade que o LCR e pode ser utilizada tanto para animais com ou sem sinais

neurolégicos. Em estudo realizado por Saito et al. (2006a), a sensibilidade da RT-PCR
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em urina foi muito semelhante a obtida com LCR, sendo positiva em todos os casos de
cinomose e apresentando uma sensibilidade maior que no soro e em leucdcitos. Negrao
et al. (2007) também obteve um percentual de positividade para o CDV em urina maior
que a encontrada em leucocitos.

Elia et al. (2006) relataram pela primeira vez o uso da PCR em tempo real para
deteccdo do CDV. Neste ensaio a detecgdo foi tanto qualitativa, quanto quantitativa,
possibilitando o célculo preciso da carga de RNA nas diversas amostras testadas. Foram
incluidos tanto fragmentos de diversos tecidos, como também swabs e secreg¢des, como
LCR, urina e sangue, além de medula déssea e, mais uma vez, a urina foi considerada o

material de escolha para o diagndstico ante-mortem.

2. Parvovirose Canina

O parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) foi reconhecido pela primeira vez no verao
de 1978. O primeiro relato da enfermidade foi feito nos Estados Unidos, porém, na
Australia e na Europa, cientistas o reconheceram simultaneamente (CARMICHAEL,
2005). O virus pertence a familia Parvoviridae, ao género Parvovirus e ao subgrupo do
parvovirus felino, em conjunto com o virus da panleucopenia felina, parvovirus da
raposa azul, virus da enterite dos minks e do parvovirus dos guaxinins (REED, 1988;
TRUYEN, 1999). Acredita-se que o CPV tenha se originado como um variante do virus
da panleucopenia felina (FPV). Varias hipoteses foram formuladas como, a mutagdo
direta do FPV, uma mutac¢do proveniente do FPV vacinal e a adaptagdo aos cies de
parvovirus provenientes de outros carnivoros (TRUYEN, 2006).

CPV-2 possui um genoma de DNA de fita simples contendo 5200 nucleotideos.
Este possui duas ORFs, uma presente na metade 3’ do genoma, que codifica as
proteinas ndo estruturais, € outra presente na por¢do 5’, que codifica as proteinas
estruturais. Os genes estruturais e nio estruturais se iniciam em promotores separados.
Os RNAms destas proteinas possuem sitios de adi¢do de poli A coterminais e sofrem
splicing alternativo para a sintese de proteinas (REED et al., 1988). Sessenta cdpias de
uma combina¢do de sobreposicdes de VP1 e VP2 circundam o DNA formando um
capsideo icosaédrico de 28 nm (HUEFFER et al, 2003). Substitui¢des de aminoacidos
na seqliéncia da proteina VP2 sdo conhecidas como a causa de alteragcdes nas
propriedades imunogénicas e antigénicas (DECARO et al, 2005a). FPV e CPV isolados

diferem em cerca de 0,5% da seqiiéncia de DNA e as propriedades caracteristicas do
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CPV-2 s3o observadas como pequenas alteragdes na superficie do capsideo. As
diferengas entre o FPV e o CPV estdo localizadas na proteina VP2 nos residuos K93N e
no D323N. Estas mudangas permitiram a infec¢@o de células caninas, o aparecimento de
um epitopo antigénico CPV-especifico e uma diferenca pH dependente na
hemaglutinagcdo dentro do FPV (HUEFFER et al, 2003).

Apds a sua descoberta, a estirpe original do CPV-2 foi substituida por uma nova
que pode ser distinguida utilizando anticorpos monoclonais. Este novo tipo antigénico
foi chamado de CPV-2a e ao longo do tempo, um novo virus apresentando outra
pequena mutacdo, denominado CPV-2b se disseminou rapidamente pelo mundo
(HUEFFER et al, 2003; TRUYEN, 2006). No Brasil, a epizootia seguiu o mesmo
padrao observado nos Estados Unidos, com o surgimento do CPV-2 acompanhado da
sua substituicdo pela variante 2a, nos anos 80 e, na década seguinte, pela variante 2b
(PEREIRA et al.,2000).

As variantes antigénicas do CPV substituiram completamente o tipo-2 original e
hoje possuem distribui¢do varidvel na populagdo canina mundial. Ha pelo menos seis ou
sete aminodacidos diferentes entre as variantes 2a/b e o tipo-2 original. Estas pequenas
alteracdes nos aminoacidos na VP2 do FPV, CPV-2 e CPV-2a/b respondem pela
importancia das mudangas antigénicas e biologicas observadas, colocando o CPV como
um modelo importante no estudo da evolugdo viral (MARTELLA et al., 2006).

Recentemente, uma variante antigénica foi relatada na Italia, com uma substitui¢ao
de aminoacidos no residuo D426E (BUONAVOGLIA et al., 2001), devido a uma
alteragdo no nucleotideo T4064A, em relagdo ao CPV 2b. Esta mutagdo afetou a maior
regido antigénica, localizada sobre o eixo de simetria 3 do capsideo viral, possibilitando
o desenvolvimento de um painel de anticorpos monoclonais capaz de diferenciar o tipo
2b do mutante 426E (NAKAMURA et al., 2004), denominado parvovirus 2c
(DECARO et al, 2005b). Esta variante também foi detectada no Vietnam
(NAKAMURA et al., 2004), em outros paises da Europa (DECARO et al., 2007), nos
Estados Unidos (HONG et al, 2007) e recentemente, na América do Sul (PEREZ et al.,
2007). Ainda ndo ha um perfil clinico - epidemioldgico para esta nova cepa, mas
algumas diferengas no curso clinico ja foram relatadas, como por exemplo, sinais
clinicos brandos com auséncia de diarréia ¢ vOomitos (DECARO et al., 2005b;
BUONAVOGLIA et al., 2001). Porém, Pérez et al. (2007) relata enterite hemorragica

severa e Obitos freqiientes em filhotes infectados com o CPV-2c¢ no Uruguai.
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O CPV-2 ¢ altamente contagioso e a maioria das infec¢des ocorre como resultado
do contato com fezes contaminadas no ambiente. Além disso, pessoas, instrumentos,
insetos e ratos podem servir de vetores. Cies podem carrear o virus no seu pélo por
longos periodos (MACCAW & HOSKINS, 2006).

Durante a infec¢@o natural, o CPV parasita células do sistema linfopoiético que se
dividem ativamente. A replicagdo inicial ocorre no tecido linféide orofaringeo e o virus
se dissemina por via hematdgena para os outros orgdos linféides e para o intestino
(PARKER, 2001). A distribuicdo viral do CPV tem padrdes similares em caes
infectados com os tipos a, b e ¢, revelando que as variantes possuem 0 mesmo
comportamento bioldgico (DECARO et al., 2006). Os parvovirus se multiplicam em
células mitoticamente ativas, durante a fase S do ciclo celular (PARKER, 2001). Estas
células expressam uma grande quantidade de receptores de transferrina onde o CPV se
liga para que ocorra a penetragdo (TRUYEN, 2006). Cerca de 3 a 10 dias pds-infecgdo,
os cdes desenvolvem gastroenterite aguda, caracterizada pela perda de apetite, émese,
febre, leucopenia e diarréia (de mucoide a hemorragica) (DECARO et al, 2006),
induzindo a atrofia de vilosidades, dilata¢do e necrose das criptas intestinais (COOPER
et al, 1979).

O diagnostico da parvovirose ¢ realizado em fezes de animais diarréicos, através
do ELISA, imunocromatografia (IC) ou teste de hemaglutinacio (HA), mas essas
técnicas apresentam baixa sensibilidade analitica (DESARIO et al., 2005). A IC € um
teste simples, rdpido e ndo requer mdo de obra especializada para a sua realizagdo
(ESFANDIARI & KLINGEBORN, 2000), entretanto ¢ necessdria uma grande
quantidade de antigeno para produzir uma banda visivel, o que torna a sua interpretagdo
subjetiva. J& a reacdo de hemaglutinagdo (HA) necessita de hemécias frescas de suinos,
portanto, requer animais sempre disponiveis para a coleta e mio de obra para manuseé-
los. Além disso, para uma leitura clara, os eritrdcitos devem ser de boa qualidade, uma
vez que o teste ¢ afetado pelo coeficiente de sedimentacdo das hemadcias e este pode
estar alterado se o suino estiver enfermo ou for submetido a situagdes de estresse. Outro
problema seria a existéncia de estirpes de CPV-2 que ndo possuem atividade
hemaglutinante (PARRISH et al.,, 1988; CAVALLI et al, 2001) o que propicia
resultados falso-negativos. O isolamento viral é um método mais sensivel, porém, ¢
laborioso e demorado para ser utilizado como um teste de rotina, além de ser oneroso ¢
dependente de estrutura laboratorial adequada. Por outro lado, métodos baseados na

detec¢do do DNA do CPV-2 por PCR mostram ser bastante sensivel (DESARIO et al.,
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2005; UWATOKO et al., 1995; PEREIRA et al., 2000; STROTTMANN et al., 2008). A
PCR em tempo real ¢ particularmente sensivel, especifica e reproduzivel, permitindo a
detec¢do e quantificagdo do acido nucléico do CPV-2 em poucas horas (DECARO et
al., 2005; DESARIO et al., 2005).

A sensibilidade da PCR pode ser util para a deteccio do CPV em amostras
ambientais, como agua, alimentos ou equipamentos hospitalares, permite assim a
deteccdo de fontes de contaminac@o por CDV em hospitais, prevenindo assim infec¢des

secundarias (UWATOKO, et al., 2005).

3. Conjugado Coaglutinante

O teste de coaglutinagdo utilizando o Staphylococcus aureus (COA) é baseado na
propriedade da proteina A, presente em grande quantidade na cepa Cowan I, de se ligar
especificamente a por¢do Fc da imunoglobulina G de alguns mamiferos (KRONVALL
et al., 1970).

A proteina A é a maior proteina de superficie de algumas cepas de S. aureus
(O’SEAGHDHA et al, 2006), possuindo peso molecular de 42 Kd (MOVITZ, 1974). O
carboidrato e o acido teicoico da parede celular do Staphylococcus sdo presos a cadeias
de glicanos, enquanto que ligacdes covalentes na superficie das proteinas, como a
proteina A, estdo ligadas a pontes de pentaglicinas. A proteina A ¢ sintetizada no
citoplasma como um precursor, carreando um peptideo sinal N-terminal para a iniciagdo
dentro da via secretdria e a um sinal na por¢do C-terminal para a incorporacdo no
envelope. A sortase A cliva o sinal entre a treonina e a glicina no motivo LPXTG. O
polipeptideo clivado é capturado como um tioéster intermediério ligado ao sitio thiol
ativo da sortase. A superficie da proteina ligada ao precursor do peptideoglicano € entdo
incorporada ao envelope da parede celular via reagdo de transpeptidagdo e
transglicosilagdo. Acredita-se que ela se apresenta em alguns locais da superficie
bacteriana, com pelo menos dois, mas ndo mais que quatro focos em toda superficie
esférica da bactéria (DEDENT et al., 2007).

A proteina contém cinco dominios homdélogos, cada um possui trés feixes de alfa-
hélice formados por 57 a 60 residuos. Esses dominios sdo estdveis como fragmentos e
sdo denominados E, D, A, B, e C, dirigindo-se da terminacdo N para a C, seguida por
uma regido repetida, polimorfica e varidvel Xr e uma regido conservada Xc, onde se

ligam a parede celular (ALONSO & DAGGETT, 1999; O’'SEAGHDHA et al, 2006). Os



24

residuos das duas primeiras hélices sdo importantes para a ligagdo da por¢do Fc do
anticorpo, mais precisamente no seu dominio B. Além disso, uma variante menor do
dominio da proteina A, contendo apenas as duas primeiras hélices, indica que as espirais
desta regido ndo sdo apenas necessarias, mas também suficientes para a liga¢do da
por¢do Fc do anticorpo (STAROVASNIK et al., 1997).

Sendo assim, quando anticorpos especificos sdo adicionados a uma suspensao de S.
aureaus estabilizada, os anticorpos se ligam a proteina A, orientando a por¢do Fab para
o exterior da superficie celular e permitindo a intera¢do com o antigeno e,
conseqiientemente, a coaglutinagdo (KRONVALL et al., 1970).

Esta propriedade da proteina A j& foi explorada para o diagnostico de infecg¢des
bacterianas (VARSHNEY, B.C. et al, 2007; DEL RIO et al., 2003) e virais (PERET et
al., 1995; MONTASSIER et al., 1994; PESHEV et al, 1996; BOOTLAND & LEONG,
1992; SINGH et al., 1998) e também para o diagndstico de diversas enterotoxinas
bacterianas. Nos trabalhos acima descritos, o teste mostrou-se especifico, rapido, barato

e com baixo limiar de deteccao.

4. Extracéo de Acidos Nucléicos

Diversos protocolos ja foram descritos para o preparo de amostras visando a
amplificacdo de acidos nucléicos, no entanto, devido a presenca de impurezas nesses
materiais, a maioria dos métodos de preparo disponiveis focam na obtencdo de 4cidos
nucléicos o mais purificados possivel (QUINN, 1997).

Fatores inibitorios da amplificacdo de acidos nucléicos pela PCR estdo presentes
na amostra, com o DNA-alvo, de diversas maneiras. Geralmente, os inibidores atuam
em um ou mais dos trés pontos essenciais da reagdo, através da interferéncia na lise
celular, necessaria para a liberagdo do acido nucléico, degradagdo ou captura do alvo ou
pela inibi¢do da atividade das polimerases (WILSON, 1997). Na PCR em tempo real,
tais substancias podem interferir na geragdo e/ou na detec¢do do sinal fluorescente,
influenciando na anélise dos resultados (FLEKNA et al., 2007).

Dentre os inibidores mais comuns, estdo os fluidos bioldgicos, reagentes
utilizados na clinica ou na medicina forense e componentes ambientais, além de
componentes bacterianos, outros DNAs presentes na amostra, itens de laboratério, como
po de luvas de procedimento e residuos de reagentes utilizados na propria extracdo

(WILSON, 1997).
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Diferentes técnicas sdo empregadas na tentativa de reduzir a acdo dos inibidores
da PCR e/ou separa-los do acido nucléico alvo. Sistemas aquosos de duas fases, fervura,
centrifugacdo em gradiente de densidade, diluicdo da amostra, filtragdo, utilizagdo de
meios de enriquecimento e técnicas imunologicas, ja foram utilizadas para facilitar a
PCR (AL-SOUD & RADSTROM, 1998).

Metodologias de extragdo tradicionais ainda sdo muito difundidas. O método
utilizando fenol/cloroférmio seguido da precipitagdo com etanol ¢ um dos mais comuns.
Trata-se de uma técnica efetiva na remog¢do de inibidores e na concentracdo do 4cido
nucléico (QUINN, 1997), porém ¢ laboriosa e possui desvantagens como consumir um
longo periodo de tempo para a sua realizacdo, possuir eficiéncia variavel entre as
extracdes e necessitar de individuos treinados para a sua execug¢do (KNEPP et al.,
2003), além de gerar residuos tdxicos que exigem tratamento e métodos adequados de
descarte.

Atualmente existe um grande numero de kits de extragdo disponiveis no
mercado. Estes métodos utilizam detergentes e um sal caotropico para a lise celular.
Quando a solucdo, contendo o acido nucléico livre, é adicionado a coluna de fibra de
vidro, ele se liga a matriz da mesma e apos lavagens seriadas visando a eliminag@o de
contaminantes ¢ inibidores, o acido nucléico purificado ¢ eluido em &agua livre de
nucleases (Favorgen). Este tipo de metodologia tem a vantagem de ser rapida, de
minimizar erros durante seu processamento e também reduzir a contaminacdo entre
amostras, devido ao niimero reduzido de passos (RIEMANN et al., 2007).

Além da matriz de fibra de vidro, outras substincias sdo utilizadas, como filtros
de afinidade para dacidos nucléicos (Millipore), esferas magnéticas (Promega),
membranas com silica (QIAGEN). Entretanto, o custo destes kits ¢ elevado,
prejudicando o uso para rotina na medicina veterinaria, principalmente quando
relacionado a animais de produgéo.

Outro problema associado a extragdo de acidos nucléicos de amostras biologicas
por métodos tradicionais ou utilizando “kits” esta relacionado ao volume de amostra
utilizado. Normalmente se emprega pequena quantidade de amostra, que em
determinados “kits” ¢ de 250 ul ou menos para RNA (TRIZOL-LS - Invitrogen) e de,
no maximo, 220 mg de fezes para DNA (QiAmp DNA stool Mini Kit- QIAGEN). Isto
pode, mesmo utilizando a PCR, que tem altissima sensibilidade analitica, apresentar
resultados falsos negativos em decorréncia da inexisténcia do alvo (virus) na amostra

selecionada para extragao.
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As técnicas moleculares, principalmente as baseadas no uso da PCR, possuem
também alta especificidade analitica. Entretanto, existem vdrias situacdes onde a
amplificagdo inespecifica de alvos de DNA da amostra resulta em bandas com tamanho
proximo ao desejado, gerando resultados falso-positivos. Isso ¢ importante em material
fecal que pode conter DNAs bacterianos que diferem bastante de animal para animal.
Assim, se houvesse uma forma de extragdo que j& apresentasse especificidade, este

problema seria em muito minimizado.
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Objetivos

O presente trabalho tem por objetivo principal padronizar a coaglutinagdo como
auxilio na preparacdo especifica de RNA de urina, para identificagdo do virus da
cinomose ¢ de DNA de fezes, para identificacdo do parvovirus canino. Além disso,
objetiva-se verificar a possibilidade de real eliminag¢do dos inibidores da PCR nas
amostras, principalmente de fezes, verificar a capacidade de concentracdo de particulas
virais dispersas nas amostras bioldgicas e comparar a técnica proposta com kit

comercial para extracdo de acidos nucléicos.
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Resumo

A parvovirose canina ¢ uma enfermidade infecto-contagiosa de grande importancia para
a clinica de pequenos animais onde a PCR vem sendo aplicada com 6timos resultados
no diagnostico. No entanto, para o sucesso da técnica, € necessario que o acido nucléico
esteja o mais puro possivel e livre de inibidores, desejando-se um método de extragdo
simples e rapido. O teste de coaglutinagdo utilizando o Staphylococcus aureus (COA) é
baseado na propriedade da proteina A de se ligar especificamente a por¢do Fc da
imunoglobulina G de alguns mamiferos e algumas subclasses de IgG de camundongos.
Assim, neste trabalho utilizou-se a coglutinagdo para obtencdo de DNA livre de
inibidores, com capacidade de concentragdo de particulas virais dispersas nas amostras
biologicas e de forma simples. Para tanto, 10 amostras de fezes positivas para o virus da
parvovirose canina foram submetidas a extrag¢do de acidos nucléicos utilizando o COA ¢
com kit comercial para posteriormente serem analisadas pela PCR em tempo real. A
metodologia desenvolvida foi eficiente na extragdo deste tipo de amostra. Com a
utilizacdo dessa técnica foi possivel extrair uma maior quantidade de DNA viral em
fezes em relagdo ao kit comercial (Illustra™ GFX ™ Genomic Blood DNA Purification

Kit/ G.E. Healthcare).
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1. Introducio

O parvovirus canino (CPV-2) é um agente infeccioso altamente contagioso,
causador de gastroenterite em cdes. Devido ao fato de a infeccdo se disseminar
rapidamente entre os animais suscetiveis, um diagndstico rapido € essencial para o
controle da doenga e para o tratamento correto. Como a carga viral eliminada pelas
fezes do animal enfermo ¢ elevada, este material é o mais utilizado para a identificacdo
viral (TERAMOTO et al., 1984).

O diagndstico laboratorial da parvovirose em fezes de animais diarréicos ¢
realizado através do ELISA, imunocromatografia (IC) ou teste de hemaglutinacao (HA),
entretanto, tais técnicas apresentam baixa sensibilidade analitica (DESARIO et al.,
2005a). A IC ¢ um teste simples, rdpido e ndo requer mao de obra especializada para a
sua realizagdo (ESFANDIARI & KLINGEBORN, 2000), porém ¢ necessaria uma
grande quantidade de antigeno para produzir uma banda visivel, o que torna a sua
interpretagdo subjetiva. Ja a reagdo de hemaglutinagcdo necessita de hemacias frescas de
suinos e, portanto, requer animais sempre disponiveis para a coleta e mdo de obra para
manused-los. Além disso, para uma leitura clara, os eritrécitos devem ser de boa
qualidade, uma vez que o teste é afetado pelo coeficiente de sedimentacdo das
hemadcias, que pode estar alterado se o suino estiver enfermo ou for submetido a
situagdes de estresse. Outro problema seria a existéncia de estirpes de CPV-2 que nédo
possuem atividade hemaglutinante (PARRISH et al., 1988; CAVALLI et al, 2001) o
que propicia resultados falso-negativos. O isolamento viral ¢ um método mais sensivel,
porém, ¢ laborioso e demorado para ser utilizado como um teste de rotina, além de ser
dependente de estrutura laboratorial adequada. Por outro lado, métodos baseados na
detec¢do do DNA do CPV-2 por PCR mostram ser bastante sensiveis (DESARIO et al.,
2005; UWATOKO et al., 1995; PEREIRA et al., 2000, STROTTMANN et al., 2008).
A PCR em tempo real ¢ particularmente sensivel, especifica e reproduzivel, permitindo
a detec¢do e quantificagdo do acido nucléico do CPV-2 em poucas horas (DECARO et
al., 2005a; DESARIO et al., 2005).

Diversos protocolos ja foram descritos para o preparo de amostras visando a
amplificacdo de 4cidos nucléicos, no entanto, devido a presenga de impurezas nesses
materiais, a maioria dos métodos de preparo disponiveis focam na obtencdo de acidos

nucléicos o mais purificado possivel (QUINN, 1997).
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Fatores inibitdrios da amplifica¢do de acidos nucléicos pela PCR estdo presentes
na amostra, com o DNA-alvo, de diversas maneiras. Geralmente, os inibidores atuam
em um ou mais dos trés pontos essenciais da reagdo, através da interferéncia na lise
celular, necessaria para a liberagdo do acido nucléico, degradagdo ou captura do alvo ou
pela inibi¢cdo da atividade das polimerases (WILSON, 1997). Na PCR em tempo real,
tais substancias podem interferir na geracdo e/ou na deteccdo do sinal fluorescente,
influenciando na analise dos resultados (FLEKNA et al., 2007).

Diferentes técnicas sdo empregadas na tentativa de reduzir a agdo dos inibidores
da PCR e/ou separa-los do acido nucléico alvo. Sistemas aquosos de duas fases, fervura,
centrifugacdo em gradiente de densidade, diluicdo da amostra, filtragdo, utilizacdo de
meios de enriquecimento e técnicas imunologicas, ja foram utilizadas para otimizar a
PCR (AL-SOUD e RADSTROM, 1998).

O teste de coaglutinagdo utilizando o Staphylococcus aureus (COA) é baseado
na propriedade da proteina A, presente em grande quantidade na cepa Cowan I do S.
aureaus, de se ligar especificamente a por¢do Fc da imunoglobulina G de alguns
mamiferos (KRONVALL et al., 1970) incluindo o coelho, cobaio e algumas subclasses
de IgG de camundongos. Assim sendo, quando anticorpos contra algum agente viral sdo
adicionados, em condi¢des otimas de pH e temperatura, a suspensdo de S. aureus
previamente padronizada, forma-se um conjugado deixando a por¢do Fab da
imunoglobulina livre para reagir com o antigeno (KRONVALL, 1973). Dessa forma,
quando uma suspensdo contendo o agente viral é colocada para reagir com esse
conjugado, forma-se um complexo que pode ser facilmente separado por centrifugacio.

Esta propriedade da proteina A ja foi explorada para o diagnostico de infecgdes
bacterianas (DEL RIO et al.,, 2003; VARSHNEY, B.C. et al, 2007) e virais
(BOOTLAND & LEONG, 1992; MONTASSIER et al., 1994; PERET et al., 1995;
PESHEV et al, 1996; SINGH et al., 1998) e também para o diagndstico de diversas
enterotoxinas bacterianas. Nos trabalhos acima descritos, o teste mostrou-se especifico,
rapido, barato e com baixo limiar de detecg¢ao.

No presente trabalho, objetiva-se empregar a coaglutinacdo como ferramenta

para o preparo de amostras para serem utilizadas diretamente na amplificagdo do DNA.
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2. Material e Métodos

2.1 Obtencio e Purificacao do Virus Padrao

A suspensdo do parvovirus canino tipo 2b” foi inoculada em monocamada de
células CRFK apresentando aproximadamente 60% de confluéncia em meio MEM
acrescido de 1% de soro fetal bovino. O material foi armazenado a temperatura de
—70°C até o momento do uso.

A suspensio viral foi purificada em gradiente de cloreto de césio (TERAMOTO
et al,, 1984). A amostra foi fracionada e de cada fracdo, foi realizada leitura em
comprimento de onda 260 nm e 280 nm. As fra¢des correspondentes a densidade de
1,39 g/em’ a 1,42g/cm’ foram separadas e armazenadas a temperatura de -70°C para
posterior quantificag@o protéica, realizada através do método de BCA, segundo Smith et

al. (1985).

2.2. Produciao do Conjugado Coaglutinante

2.2.1. Obtencao do Anti-soro

Anti-soro contra o CPV-2 foi obtido através da inoculagdo, por via subcutanea,
de uma suspensdo de virus purificado contendo 50pg/ml de proteina, em cobaio. As
preparacdes dos antigenos foram emulsificadas com adjuvante completo de Freund
(v/v), 500ul da preparagdo foram inoculados e o procedimento repetido apds 20 dias.
Decorridos 30 dias da primeira inoculagcdo, os animais foram sangrados e os soros
inativados a 56°C por trinta minutos, distribuidos em fra¢des de 2ml e armazenados a
-20°C até o momento do uso.

Para a quantificacdo dos titulos de anticorpos, utilizou-se a técnica de inibigdo da

hemaglutinagdo descrita por Carmichael, 1980.

? Gentilmente cedida pela Profa. Dra. Alice Fernandes Alfieri do Depto de Medicina Veterinaria
Preventiva, Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de Londrina
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2.2.2. Suspensio de Staphylococcus aureus

Uma aliquota de S. aureus cepa Cowan I foi semeada em meio agar sangue, para
verificacdo de possiveis contaminantes e, apds 24 horas a 37°C, cerca de 4 colonias
foram repicadas em caldo BHI e incubadas sob as mesmas condi¢des anteriores. Meio
mililitro desta suspensdo foi adicionado a erhlenmeyers contendo Muller-Hinton
acrescido de 0,5% de extrato de levedura e mantidos por 18 horas a 37°C, sob agita¢do
a 140 rpm. A bactéria entdo foi centrifugada a 5000 x g por 10 minutos a 4°C e o pellet
foi lavado 3 vezes em PBS pH 7.4 (0.14 M NaCl, 0.01 M PO,) , sob as mesmas
condi¢des. A suspensdo foi inativada com 0,5% de formaldeido em PBS a 4°C por 18
horas. Novamente o material foi lavado por trés vezes e entdo a bactéria foi aquecida a
80°C por 20 minutos e o procedimento de lavagem repetido. Por fim, o pellet foi
ressuspendido em PBS contendo 0,5% de tween 20 e 0,05% de azida sédica. A
concentragdo da suspensdo bacteriana diluida vinte vezes foi monitorada por
espectrofotometria a 525nm, onde a absorvancia de 0,69 corresponde a
aproximadamente 2,3 x 10'° cels/ml (GODING, 1978). A suspensdo foi armazenada a

4°C por, no maximo, 3 meses.

2.2.3 Preparo do Conjugado Coaglutinante (COA)

O COA anti-CPV-2 foi preparado através da mistura de 2ml da suspensdo
padronizada de S. aureus, previamente lavada com PBS, com 20ul, 30ul, 40ul ou 80 ul
de anti-soro. Apds trinta minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a mistura foi
centrifugada por 4000 x g por 10 minutos, lavada trés vezes com PBS e ressuspendida
em PBS contendo 0,5% de tween 20 e 0,05% de azida sédica (MONTASSIER et

al.,1994). Um COA controle foi preparado com soro de cobaio normal inativado.

2.3 Obtenc¢ao das Amostras Bioldgicas

Foram selecionadas dez amostras de fezes de animais atendidos no Ambulatorio
de Enfermidades Infecciosas dos Animais do Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia-Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho, Campus de Botucatu que apresentaram historico e sinais sugestivos de

parvovirose canina e que apresentaram resultado positivo na PCR tradicional (item 2.7).
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Selecionou-se também uma amostra negativa para posterior tratamento com o virus
padrdo e que também foi preparada com o conjugado anti-CPV-2. As amostras foram

coletadas através de sondagem retal e armazenadas a temperatura de a -20°C.

2.4 Preparo do Acido Nucléico

2.4.1. Tratamento das Amostras

As amostras foram diluidas 1:10 com PBS pH 7,4, homogeneizadas e
centrifugadas a 291 x g, por 15 minutos a temperatura ambiente. Coletou-se o
sobrenadante e, para cada 100 ul, 10 ul de cloroférmio foram adicionados. A amostra
foi homogeneizada, incubada por 10 minutos a 8°C, centrifugada nas mesmas condic¢des
anteriores (CARMICHAEL, 1980). O sobrenadante obtido foi aquecido a 37°C para a
eliminagdo de possiveis residuos de cloroformio os quais poderiam interferir no preparo

da amostra e na PCR.

2.4.2. Preparo da Amostra Utilizando COA anti-CPV-2.

2.4.3. Método de Extracio Utilizando Kits Comerciais.

Todas as amostras previamente diluidas, como descrito anteriormente, tiveram

seu DNA extraido com o Illustra™ GFX ™ Genomic Blood DNA Purification Kit (G.E.
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Healthcare), no mesmo momento do preparo da amostra com o conjugado. Conforme
recomendacdo do fabricante partiu-se de 100ul de amostra previamente tratada como

descrito no item 2.4.1.

2.5. Determinacio da Eficiéncia da Extracio

A 1ml de uma amostra previamente tratada e sabidamente positiva foram
adicionados Iml, 3ml, 7ml, 15ml e 31ml de PBS, com o objetivo de diluir a amostra
sem modificar o nimero de particulas virais existentes. Foram adicionados 20 pl de
conjugado (item 2.4.2), independentemente do volume da amostra. Uma aliquota de
100ul de cada diluicdo foi retirada, antes da adi¢do do COA, para extragdo com o kit e

posterior comparagao.

2.6. Determinacio da Sensibilidade Analitica da Preparacio

Uma amostra de virus padréo, apresentando DICT 10 **'/ml, foi diluida de 10" a
10° em uma amostra negativa para CPV-2, previamente tratada e seu DNA foi extraido

utilizando ambas as técnicas para posterior quantificagdo por PCR em tempo real.

2.7. PCR

O protocolo utilizado foi adaptado do sugerido por Decaro et al (2005a). A
reacdo foi realizada em um volume final de 25ul contendo 12.5 ul de 2X GoTaq" Green
Master Mix, 10 pmoles de cada primer (CPV-For: 5’-AAA CAG GAA TTA ACT ATA
CTA ATA TAT TTA-3) e CPV-Rev: (5’-AAA TTT GAC CAT TTG GAT AAA CT-
3%), 5,5 pl de agua livre de nucleases ¢ 5 ul da amostra de DNA. A amplificacdo foi
realizada em termociclador automatico (Eppendorf”). Numa etapa inicial, as amostras
foram incubadas a 94° C por 5 minutos, para as desnaturagdes, seguida de uma
seqliéncia de 34 ciclos repetidos, compostos de trés temperaturas para cada ciclo:
94°C/30 segundos para desnaturagdo da fita de DNA, 55°C/2 minutos para a
hibridiza¢do dos primers e 72°C/2 minutos para a extensdo das fitas. Ao final, foi
realizada uma incubag¢do a 72°C/5 minutos para garantir a presenca dos DNAs

amplificados em fita dupla. O controle-negativo da reacdo consistiu de agua ultrapura
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estéril. Como controle-positivo, foi utilizado o DNA extraido de uma aliquota de lisado
de célula CRFK infectada com o virus padrio.

Os produtos obtidos na amplificagdo pela técnica de PCR foram analisados em
gel de agarose a 1,5% (p/v), corado com brometo de etideo (0,51ug/ml) e examinados
comparativamente com marcadores de DNA de 100pb (Promega), com auxilio de
transiluminador UV. Foram considerados positivos as amostras cujos DNAs, apos a

reacdo de PCR, resultaram em fragmentos de 93pb.

2.6. PCR em Tempo Real.

A reacdo foi desenvolvida com o uso do kit TagMan® Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems). A solug¢do para uma amostra continha 10ul do reagente do
kit, 600nM do primer CPV-For (5’-AAA CAG GAA TTA ACT ATA CTA ATA TAT
TTA-3") e CPV-Rev (5’-AAA TTT GAC CAT TTG GAT AAA CT-3°), 200nM da
sonda CPV-Pb (5- TGG TCC TTT AAC TGC ATT AAA TAA TGT ACC-3),
previamente descritos por Decaro et al. (2005a), 4ul da amostra e agua livre de
nucleases totalizando 20ul. A amplificacdo foi realizada no aparelho 7300 Real Time
PCR System - Applied Biosystems e as condi¢des da reagcdo foram 95°C por 10 minutos
para ativagdo da Taq DNA polimerase ¢ 40 ciclos de 95°C por 15 segundos para
desnaturagdo, 52°C por 30 segundos para anelamento dos primers e 60°C por 1 minuto
para extensdo da fita de DNA. O controle-negativo da reag@o consistiu de dgua ultrapura
estéril. A sonda Tagman foi marcada com o fluoréforo 6 - carboxifluoresceina (FAM)
na terminagdo 5' e com o quencher 6- carboxitetrametilrodamina (TAMRA) na
terminagdo 3'.

O DNA de referéncia para o CPV-2 foi extraido de uma amostra de fezes
encaminhada ao Laboratério de Diagnéstico Molecular do Departamento de
Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias/ UNESP campus Botucatu. Essa
amostra foi diluida de 10" a 10"° com PBS, extraida como descrito no item 2.4.3 e
testada, em duplicata, como citado acima. Pela determinagdo do “baseline”, “threshold”,
analise dos Ct (“threshold cycle”) produzidos por cada diluicdo e da curva padrdo
fornecida pelo programa SDS versdo 1.2.3. (“Sequence Detection Systems” 1.2.3 - 7300
Real Time PCR System - Applied Biosystems), as seis dilui¢des que apresentaram

amplificacdo entre os ciclos 11 a 30 foram escolhidas para serem utilizadas na
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quantificagdo relativa da carga viral do CPV-2. A menor dilui¢do do DNA de referéncia
recebeu o valor relativo igual a 1000 e as outras dilui¢des foram determinadas 100, 10,
1, 0,1 ¢ 0,01. A diluigdo correspondente ao quarto ponto da curva foi utilizada em todas
as placas, para servir como referéncia na quantificacio relativa.

A concentragdo de cada amostra foi fornecida diretamente pelo programa SDS
1.2.3, calculada em relacdo & curva padrio e o valor corrigido através do método 2 T
(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001), em relagdo a amostra de referéncia colocada em
todas as placas analisadas. Foram consideradas na analise apenas as amostras com

quantifica¢do relativa maior ou igual a 0,1.
3. Resultados
3.1 Obtencio do Anti-soro

O titulo de anticorpos no soro anti-CPV-2 foi de 32 768.
3.1 Conjugado COA-anti-CPV-2

Os melhores resultados, ou seja, menores valores de Ct foram obtidos com o
conjugado preparado com 80ul de anti-soro e quando o preparo das amostras foi
realizado com 20ul de COA anti-CPV-2.

3.2 Identificacdo das Amostras Positivas

Fragmentos de 93bp do DNA do CPV-2 foram identificados em todas as dez

amostras provenientes de animais com sintomatologia sugestiva de parvovirose canina.

3.3. PCR em Tempo Real

3.3.1 Curva Padrio

A curva padrdo do CPV-2 apresentou eficiéncia de 97,41% e o coeficiente de

correlacdo (R) igual a 0,9974 (fig 1).
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Figura 1. Representagdo grafica da curva padrio da reacdo da PCR em tempo real para o

parvovirus, com os pontos 107 a 107.
3.3.2. Determinacdo da Sensibilidade da Preparacio

O protocolo de extragdo com o COA permitiu a quantificacdo de, no minimo,
10" DICT 5. J4 com a utilizagdo do kit, esse limiar foi de 10**” DICT 50, COMO

observado na figura 2 e no quadro 1.

Determinagdo da Sensibilidade Analitica da Preparacao

5000 - ECOA
@
& 4000 ] BKIT
[
5 a0 | 28955
€ 2000 1
>
= 1000 A
933 2306 ;5 176 06 30 01 14 NQ
0- : : :
5,87 4,87 3,87 2,87 1,87
Log DICT 50

Figura 2: Representacdo grafica da concentracdo relativa das diluicdes da amostra
negativa tratada com o virus padrdo e extraidas com kit comercial e com o COA para

determinag¢do da sensibilidade analitica dos métodos; NQ = ndo quantificavel.
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Quadro 1: Concentragdo relativa das diluicdes da amostra negativa tratada com o virus
padrdo e extraidas com kit comercial e com o COA para determinacdo da sensibilidade

analitica dos métodos; NQ = ndo quantificavel.

DICT 50| COA | KIT
10> | 2895 | 93,307
1047 | 230 | 7,458
10*% [ 17,638 | 0,590
10%% | 2,969 | 0,115
10 | 1,358 | NQ

3.3.3. Determinacio da Eficiéncia da Preparacio

Na figura 3 e quadro 2, observa-se o valor da quantificagdo relativo de cada uma
das analises realizadas alterando-se o volume da reagdo ¢ mantendo a quantidade de

virus constante na amostra.

Determinacdo da Eficiéncia da Extragéo

10 1
COA

gl 67 KIT

[] Viral Relativa

47
3,1
5] i 1,6 19 12
04 NQ N e NQ g Mo
2ML 4ML

1ML 8ML 16ML 32ML

Volumes da Amostra Submetidos a Preparagao

Figura 3: Representacdo Grafica da concentracdo relativa das dilui¢des da amostra
extraidas com kit comercial e com o COA para determinagdo da eficiéncia da extragio;

NQ = nio quantificavel.
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Quadro 2: Concentragdo relativa das dilui¢des da amostra extraidas com kit comercial e

com o COA para determinagdo da eficiéncia da extragdo, NQ = ndo quantificavel.

DILUICAO | COA | KIT
1ml 6,662 | 0,399
2ml 4,662 | NQ
4ml 3,142 | NQ
8ml 1,619 | NQ
16ml 1,861 | NQ
32ml 1,225 | NQ

3.3.4. Quantificacdo Viral Relativa das Amostras Clinicas

Os valores de quantificacdo relativa de cada amostra e de cada método de

extracdo estdo demonstrados na figura abaixo..
A amostra negativa para CPV-2, preparada com o COA anti CPV-2 e a amostra

positiva, preparada com o COA controle, ndo apresentaram sinais de amplificacdo.
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Fig. 4: Representacdo Grafica da concentragdo relativa das amostras P1 a P10 e suas

respectivas diluigdes, extraidas com kit comercial e com o COA.
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Quadro 3: Concentragdo relativa das amostras P1 a P10 e suas respectivas diluigdes,

extraidas com kit comercial e com o0 COA.

AMOSTRA | METODO DILUICAO

10 10 10~ 10 107
P1 COA 8,784 8,838 1,172 0,151 NQ1
KIT 3,353 0,295 NQ NQ NQ
P2 COA 20,902 27,158 0,861 NQ NQ
KIT 7,824 2,118 0,119 NQ NQ

P3 COA 8590 908 81 5,977 1,362
KIT 120 8,694 1,085 NQ NQ

P4 COA 22487 1761 140 16,355 2,000
KIT 201 17,826 1,063 0,130 NQ
P5 COA 2196 64,435 15,808 1,603 NQ
KIT 8,122 1,317 NQ NR:? NR
P6 COA 212 6,105 1,540 0,336 NQ
KIT 59,589 4,795 0,244 NQ NQ
P7 COA 264 6,359 1,042 0,918 NQ
KIT 32,420 1,291 0,105 NQ NQ
P8 COA 58,385 6,761 0,552 NQ NQ
KIT 3,555 0,931 0,275 NQ NQ
P9 COA 119 28,297 2,727 0,213 NQ
KIT 16,423 1,484 0,140 NQ NQ
P10 COA 1,499 0,308 NQ NQ NQ
KIT 0,394 NQ NQ NQ NQ

1 = ndo quantificavel 2 = nao realizado

4. Discussao

A PCR ¢ uma técnica molecular que possui sensibilidade e especificidade
elevadas. Entretanto, resultados falso-negativos constituem um problema em potencial
quando a técnica ¢ aplicada em amostras de fezes. Este fendmeno pode ser causado pela
pequena taxa de recuperagcdo na preparagdo da amostra e/ou pela presenga de varios
fatores inibidores da PCR nas fezes (JACOBSON et al., 2003; WILSON, 1997; LANTZ
et al., 1997), como bactérias e diferentes subprodutos da digestdo, como sais biliares e
complexos de polissacarideos de origem vegetal (MONTEIRO et al., 1997, AL-SOUD
e RADSTROM, 1998; JACOBSON et al., 2003).

Pelo fato de amostras como fezes serem extremamente heterogéneas quanto a

presenga de agentes que poderiam confundir o resultado da PCR, a possibilidade de
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selecionar previamente o CPV, através dos anticorpos, traria grande contribuicdo,
principalmente relacionado a especificidade analitica da técnica.

A utilizacdo de soro policlonal foi importante pelo fato do CPV apresentar alta
variabilidade genética (MARTELLA et al., 2006). Assim, mesmo que ocorra diferencas
nos epitopos neutralizantes, os anticorpos presentes no soro policlonal podem se ligar e
capturar o CPV através de outros epitopos na superficie viral.

A dificuldade de eliminar os inibidores de amostras de fezes ja foi
exaustivamente relatada. Geralmente, ha a necessidade da aplicagdo de procedimentos
complexos, o que dificulta seu uso na rotina diagnostica (LANTZ et al., 1997;
MONTEIRO et al., 2001; AL-SOUD et al., 1998). Neste  estudo  optou-se  pela
realizagdo de procedimentos rapidos de tratamento da amostra, como a diluicdo e o
tratamento com cloroférmio, para posterior preparagdo, através do uso do COA. Para a
avaliacdo desta metodologia, utilizou-se a PCR em tempo real que amplifica uma
seqliéncia-alvo especifica em uma amostra através do monitoramento da emissdo de
fluorescéncia (VASALEK e REPA, 2005). Em um estudo realizado por Decaro et
al.(2005a), a técnica demonstrou ser mais sensivel que o HA e a PCR convencional,
baseada na deteccdo por gel de agarose corado com brometo de etideo, permitindo a
detecgdo de 107 copias do DNA de CPV-2. Conforme pode ser observado no item 3.3.1,
a curva padrdo apresentou eficiéncia de 97,41%. Por se tratar de uma reagdo com uma
boa eficiéncia, foi possivel fazer uso de apenas uma amostra padrdo em cada placa e
assim realizar a correcdo da concentracdo através do método 2T (LIVAK e
SCHIMITTGEN, 2001).

A PCR em tempo real foi utilizada neste trabalho para que os resultados
pudessem ser comparados quanto a sua eficiéncia. Entretanto, em todas as amostras foi
possivel quantificar o DNA do CPV. Também se obteve resultados positivos na PCR
tradicional analisada em gel de agarose (dado ndo demonstrado).

No presente trabalho néo foi realizado a quantifica¢do absoluta, mas foi possivel

detectar o minimo de 10 "’

DICT 50 pela metodologia do COA. Mesmo se tratando de
uma quantidade razoavel de virus, o kit comercial ndo foi capaz de extrair o DNA viral
em quantidades quantificaveis. Deve-se ressaltar que a suspensao viral foi diluida em
uma amostra de fezes negativa para parvovirus, tratada e diluida 1:10, portanto, em
todas as dilui¢des, manteve-se 0 mesmo padrdo de inibidores. Broemelling et al. (2008)

citam que muitos contaminantes podem ser co-extraidos com o DNA-alvo ou ainda
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saturar as matrizes ou membranas, reduzindo ou impedindo a ligacdo do alvo,
principalmente quando este se encontra em pequenas quantidades.

O método de preparo proposto demonstrou ser eficiente, uma vez que foi capaz
de capturar particulas virais mesmo quando estas se encontravam extremamente
dispersas, como no caso da amostra diluida em 31ml de PBS, esta apresentou
concentragdo relativa de 1,225 enquanto que pelo kit,, s6 foi possivel quantificar a
amostra “pura”. A capacidade de capturar particulas também pode ser comprovada
observando-se o padrido das dilui¢des. Como a quantificacdo da amostra pura foi de
6,662, esperava-se para as proximas dilui¢des, valores de 3,33, 1,66, 0,8, 0,4 ¢ 0,2
respectivamente. Todavia, na ultima dilui¢do, por exemplo, a quantifagdo foi de 1,225,
ou seja, seis vezes maior que esperado. Durante a realizagdo deste procedimento,
desejou-se estender a diluicdo a niveis ndo quantificaveis, infelizmente isso ndo foi
possivel devido as dificuldades de centrifuga¢do de volumes maiores. Para a tultima
diluicdo, utilizou-se um tubo de centrifuga de S0ml e mesmo assim, acredita-se que os
resultados da quantificagdo ndo foram maiores devido a impossibilidade de se aplicar
uma forca g maior em toda a extensao do tubo.

Ao se comparar a concentracdo viral obtida em ambas as técnicas utilizadas,
observa-se que o COA foi superior em todas as amostras, principalmente na 3, 4, 5 e 8.
O preparo das amostras com o COA resultou em uma quantificagdo em média 40 vezes
maior que na utilizagdo do kit. Apesar de, para ambos os procedimentos, ser realizado
um tratamento inicial das amostras, alguns inibidores provavelmente estavam presentes
e como ja citado por Broemelling et al. (2008), podem ser co-extraidos e ainda impedir
ou dificultar a extragdo o DNA por matrizes ou colunas. Outro problema ¢ o volume
empregado na extragdo com o kit, que ¢ 10 vezes menor que o utilizado com o COA.

Dentre as amostras utilizadas, houve uma grande variacdo na concentragdo viral,
independentemente da técnica utilizada, isso provavelmente ocorreu devido ao intervalo
de tempo entre o inicio dos sinais clinicos da parvovirose, a entrada do animal no
hospital e a coleta da amostra, pois a eliminagdo do CPV nas fezes ¢ maior nos
primeiros dias pés — infeccdo, decaindo rapidamente entre o décimo e décimo primeiro
dia. Além disso, em estdgios mais tardios da enfermidade, os anticorpos presentes no
limen intestinal podem ter seqiiestrado a maioria das particulas virais (DECARO et al.,
2005a; ELIA et al., 2007).

As amostras 1 e 2 apresentaram padroes diferentes das demais, nas duas

primeiras diluicdes. A amostra 1 apresentou resultados praticamente iguais para ambas
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as diluicdes, enquanto que a amostra 2 apresentou uma quantificagdo maior na segunda
dilui¢do. Tais padrdes podem ser resultado da presenca de anticorpos contra outros
agentes entéricos, uma vez que o soro do cobaio ndo foi submetido a nenhum
procedimento de purificacdo. Estes anticorpos, ao se ligarem a outros microorganismos,
poderiam impedir ou dificultar a ligacdo do virus ao anticorpo, por se tratar de uma
particula menor. Em contrapartida, esperava-se que, na proxima dilui¢do, valores de
quantificagdo fossem maiores que o obtido, uma vez que outros microorganismos
estariam presentes em menores quantidades na amostra, demonstrando assim que o
conjugado também possui falhas na captura das particulas virais.

A amostra 5 ndo apresentou amplificacdo nas diluicdes 10* ¢ 107 extraidas com
o kit, isso pode ter ocorrido devido a presenga de inibidores, ou por uma quantidade
muito pequena de virus na amostra, ja que na terceira dilui¢do a concentracdo foi
considerada nio quantificavel. Entratanto, ndo se pode descartar falhas nas colunas
utilizadas ou ainda interferéncias na PCR em tempo real.

Concluindo, a técnica de preparo de DNA utilizando o COA ¢ eficiente e
apresenta reprodutibilidade, sendo também capaz, em conjunto com a Proteinase K e o
tratamento prévio das amostras, de eliminar os inibidores da PCR de maneira desejavel.
O conjugado, mesmo sendo preparado com anticorpos policlonais, foi capaz de
concentrar as particulas virais presentes na amostra e, a associacdo da especificidade
dos anticorpos com a especificidade dos primers utilizados na PCR em tempo real,

geraram uma maior confiabilidade nos resultados.
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Resumo

A cinomose ¢ uma enfermidade infecto-contagiosa de grande importancia para a clinica
de pequenos animais onde a PCR vem sendo aplicada com otimos resultados no
diagndstico. No entanto, para o sucesso da técnica, € necessario que o acido nucléico
esteja o mais puro possivel e livre de inibidores das polimerases, desejando-se um
método de extragdo simples e rapido. O teste de coaglutinagdo utilizando o
Staphylococcus aureus (COA) ¢ baseado na propriedade da proteina A de se ligar
especificamente a porcdo Fc da imunoglobulina G de alguns mamiferos e algumas
subclasses de IgG de camundongos. Assim, neste trabalho utilizou-se a coglutinacio
para obtencdo de RNA livre de inibidores, com capacidade de concentragdo de
particulas virais dispersas nas amostras biologicas e de forma simples e rapida. Para
tanto, 17 amostras de urina positivas para o virus da cinomose foram submetidas a
extracdo de acidos nucléicos utilizando o COA e o kit comercial RNA Spin Mini (GE
Healthcare) para posteriormente serem analisadas pela RT-PCR e nested-PCR. A

metodologia desenvolvida foi eficiente na extragdo deste tipo de amostra.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, coaglutinagio, virus da cinomose, diagndstico

molecular.

* Autor para correspondéncia: (14) 3811-6240 ou (14) 3811-6058
e-mail: jpessoa@ibb.unesp.br
Apoio: FAPESP




54

1.Introducao

A cinomose canina ¢ uma enfermidade viral sist€émica que freqiientemente
possui altos indices de letalidade em todo o mundo (BLIXENKRONE-MOLLER et al.,
1991), sendo apenas menores que o da raiva canina (APPEL & SUMMERS, 1995).

A possibilidade da realizacdo do diagndstico laboratorial ante-mortem ¢ de
fundamental importancia para os clinicos. A confirmag@o ou exclusdo do CDV como
provavel etiologia possibilita a realizagdo do prognostico de forma mais objetiva e de
condutas terapéuticas mais adequadas, além de proporcionar a ado¢cdo de medidas de
controle e profilaxia diferenciadas e especificas, mais apropriadas para cada caso
(NEGRAO et al., 2007).

Para realizacdo do diagndstico laboratorial ante-mortem da enfermidade, varios
métodos ja foram desenvolvidos, destacando-se a pesquisa de corpusculos de inclusdo,
presentes em neutrofilos circulantes, a imunofluorescéncia direta, imuno-histoquimica e
o isolamento do CDV em cultivo celular. Porém, todos os métodos apresentam
desvantagens, como baixa sensibilidade e ou especificidade, etapas laboriosas de
processamento do material bioldgico e tempo necessario para conclusdo do resultado
(FRISK et al., 1999).

A transcricdo reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) ¢
uma técnica molecular utilizada com o objetivo de identificagdo precoce do CDV em
cdes com sinais clinicos da infec¢do (FRISK et al., 1999; NEGRAO et al., 2007). Trata-
se de uma técnica muito sensivel, porém sua sensibilidade varia com o tipo de amostra
empregada, método de extracdo do acido nucléico e com a escolha dos primers (SAITO
et al., 20006).

Diversos protocolos ja foram descritos para o preparo de amostras visando a
amplificacdo de 4cidos nucléicos, no entanto, devido a presenga de impurezas nesses
materiais, a maioria dos métodos de preparo disponiveis focam na obtencdo de acidos
nucléicos o mais purificado possivel (QUINN, 1997).

Fatores inibitorios da amplificacdo de dcidos nucléicos pela PCR estdo presentes
na amostra, com o DNA-alvo, de diversas maneiras. Geralmente, os inibidores atuam
em um ou mais dos trés pontos essenciais da reagdo, através da interferéncia na lise
celular, necessaria para a liberacdo do acido nucléico, degradagdo ou captura do alvo ou

pela inibicdo da atividade das polimerases (WILSON, 1997). Na PCR em tempo real,
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tais substincias podem interferir na geracdo e/ou na deteccdo do sinal fluorescente,
influenciando na analise dos resultados (FLEKNA et al., 2007).

Diferentes técnicas sdo empregadas na tentativa de reduzir a agcdo dos inibidores
da PCR e/ou separé-los do 4acido nucléico alvo. Sistemas aquosos de duas fases, fervura,
centrifugacdo em gradiente de densidade, diluicdo da amostra, filtragdo, utilizagdo de
meios de enriquecimento e técnicas imunoldgicas, ja foram utilizadas para facilitar a
PCR (AL-SOUD & RADSTROM, 1998).

O teste de coaglutinagdo utilizando o Staphylococcus aureus (COA) é baseado
na propriedade da proteina A, presente em grande quantidade na cepa Cowan I do S.
aureaus, de se ligar especificamente a por¢do Fc da imunoglobulina G de alguns
mamiferos (KRONVALL et al., 1970) incluindo o coelho, cobaio ¢ algumas subclasses
de IgG de camundongos. Assim sendo, quando anticorpos contra algum agente viral sdo
adicionados, em condi¢des Otimas de pH e temperatura, a suspensdo de S. aureus
previamente padronizada, forma-se um conjugado deixando a por¢do Fab da
imunoglobulina livre para reagir com o antigeno (KRONVALL, 1973). Dessa forma,
quando uma suspensdo contendo o agente viral ¢ colocada para reagir com esse
conjugado, forma-se um complexo que pode ser facilmente separado por centrifugagao.

Esta propriedade da proteina A ja foi explorada para o diagnostico de infecgdes
bacterianas (VARSHNEY. et al, 2007; DEL RIO et al., 2003) e virais (PERET et al.,
1995; MONTASSIER et al., 1994; PESHEV et al, 1996; BOOTLAND e LEONG,
1992; SINGH et al., 1998) e também para o diagndstico de diversas enterotoxinas
bacterianas. Nos trabalhos acima descritos, o teste mostrou-se especifico, rapido, barato
e com baixo limiar de detecg¢do.

No presente trabalho, objetiva-se empregar a coaglutinagdo como ferramenta
para o preparo de amostras para serem utilizadas diretamente na amplificacdo do RNA

pela RT-PCR.
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2. Material e Métodos
2.1.Virus Padraio e Purificacio Viral

O CDV padrio foi obtido através do isolamento viral de amostras de urina
provenientes de animais com histdrico e sinais clinicos compativeis com a cinomose’.
As amostras foram extraidas com o kit RNA Spin Mini (GE Healthcare) e a Nested
PCR foi realizada conforme o item 2.6, além disso, realizou-se a genotipagem por semi-
nested multiplex (MARTELLA et al, 2007).

O material foi inoculado em monocamada de células MDCK apresentando 80% de
confluéncia, em meio MEM acrescido de 1% de soro fetal bovino. O material foi
armazenado a temperatura de —70°C até o momento do uso.

A suspensao viral foi purificada em gradiente de densidade continua em sacarose de
20% a 60% (BERNARD et al., 1982). O material foi aliquotado e de cada fracdo foi
realizada leitura em comprimento de onda 260 nm e 280 nm. As fragdes
correspondentes a densidade de 1,18g/cm’ a 1,2g/cm’ foram separadas e armazenadas a
temperatura de —70°C para posterior quantifica¢do protéica, realizada através do método

de BCA, segundo Smith et al.(1985).
2.2. Producio do Conjugado Coaglutinante
2.2.1. Obtencao do Anti-soro

Anti-soro contra o CDV foi obtido através da inoculacdo, por via subcutanea, de
uma suspensdo de virus purificado contendo 50ug/ml de proteina, em cobaio. As
preparacdes dos antigenos foram emulsificadas com adjuvante completo de Freund
(v/v), 500ul da preparagdo foram inoculados e o procedimento repetido apds 20 dias.
Decorridos 30 dias da primeira inoculagdo, os animais foram sangrados e 0s soros
inativados a 56°C por trinta minutos, distribuidos em fragdes de 2ml e armazenados a

-20°C até o momento do uso.

? Gentilmente cedidas pelo Ambulatério de Enfermidades Infecciosas dos Animais do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia-Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, Campus de Botucatu.
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2.2.2. Suspensio de Staphylococcus aureus

Uma aliquota de S. aureus cepa Cowan I foi semeada em meio dgar sangue, para
verificacdo de possiveis contaminantes e, apds 24 horas a 37°C, cerca de 4 colonias
foram repicadas em caldo BHI e incubadas sob as mesmas condi¢des anteriores. Meio
mililitro desta suspensdo foi adicionado a Erhlenmeyers contendo Muller-Hinton
acrescido de 0,5% de extrato de levedura e mantidos por 18 horas a 37°C sob agitagao.
A bactéria entdo foi centrifugada a 5000 X g por 10 minutos a 4°C e o pellet foi lavado
trés vezes em PBS pH 7,4 (0.14 M NaCl, 0.01 M PO,), sob as mesmas condi¢gdes. A
suspensdo foi inativada com 0,5% de formaldeido em PBS a 4°C por 18 horas.
Novamente o material foi lavado por 3 vezes e entdo a bactéria foi aquecida a 80°C por
20 minutos e o procedimento de lavagem repetido. Por fim, o pellet foi ressuspendido
em PBS contendo 0,5% de tween 20 e 0,05% de azida sédica. A concentracdo da
suspensdo bacteriana diluida vinte vezes foi monitorada por espectrofotometria a
525nm, onde a absorvancia de 0,69 corresponde a aproximadamente 2,3 x 10" cels/ml

(Goding, 1978). A suspensao foi armazenada a 4°C por, no maximo, 3 meses.
2.2.3 Preparo do Conjugado Coaglutinante (COA)

O COA anti-CDV foi preparado através da mistura de 2ml da suspensdo
padronizada de S. aureus, previamente lavada com PBS, com 20ul, 30ul, 40ul ou 80 p
de anti-soro. Apds trinta minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a mistura foi
centrifugada por 4000 x g por 10 minutos, lavada trés vezes com PBS e ressuspendida
em PBS contendo 0,5% de tween 20 e 0,05% de azida sédica (MONTASSIER et

al.,1994). Um COA controle foi preparado com soro de cobaio normal inativado.
2.3 Obtenc¢ao das Amostras Biologicas

Foram selecionadas 17 amostras de urina enviadas ao Laboratério de
Diagnoéstico Molecular do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho, Campus de

Botucatu que apresentaram resultado positivo na PCR tradicional (itens 2.4.2, 2.5 € 2.6).
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As amostras foram identificadas com ntiimeros (1 a 17) e armazenadas a -80°C até o

momento do uso.

2.4 Preparacio do Acido Nucléico

2.4.1. Método de Preparacao Utilizando COA-anti-CDV.

Para a preparacdo do RNA, a 1ml de cada amostra de urina, foi adicionado 20 pl,
30 pl, 40 pl ou 50ul do conjugado coaglutinante anti-CDV. Estas foram incubadas por
trinta minutos sob agitagdo constante e entdo centrifugadas por 12000 X g por 10
minutos a 4°C. O pellet formado foi lavado com PBS por duas vezes e, por ultimo, foi
ressuspendido em 50 pl tampdo para proteinase K (50mM TRIS-HCI pH 8,0, ImM
CaCl,, 3mM DTT). Em seguida, foi adicionada a suspensdo final 10ul de Proteinase K a
20ng/ml, incubado por 2 horas a 56 °C e entdo aquecido a 75°C por 10 minutos, para
inativagdo da proteinase K. As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante utilizado

para a obtencdo do cDNA.

2.4.2. Método de Extracio Utilizando Kits Comerciais.

A extracdo de RNA das amostras foi realizada com o kit RNA Spin Mini (GE

Healthcare), no mesmo dia que a extragao utilizando o COA.

2.5. Obtencao do cDNA

Para obten¢do do cDNA foi utilizada a enzima Improm RT II (Promega),
conforme protocolo recomendado pelo fabricante. Como iniciador da reacdo de
transcri¢do reversa foi utilizado o “Random Primer” (hexdmeros ao acaso), na

concentracdo de 250 ng por reacdo de 20 pl.
2.6 Reacio de Nested — PCR
Quatro primers foram utilizados: CDV1 (5-ACA GGA TTG CTG AGG ACC

TAT-3") e CDV2 (5'-CAA GAT AAC CAT GTA CGG TGC-3"), descritos por Frisk et
al. (1999) para a reagdo de PCR; CDV-For (5’-AGC TAG TTT CAT CTT AAC TAT
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CAA ATT-3") e CDV-Rev (5’-TTA ACT CTC CAG AAA ACT CAT GC-3’) descritos
por Elia et al. (2006), para a reagdo de nested-PCR (fig 1).

Fig 1: Esquema do genoma do CDV e do gene N com a localizagdo dos primers

utilizados para a PCR e nested-PCR.

Para a RT-PCR, utilizou-se 12,5 pul de GoTaq® Green Master Mix (Promega), 10
pmol de cada um dos primers CDV 1 e CDV 2, 5,5 ul de dgua livre de nucleases e Sul
do cDNA obtido. Numa etapa inicial, as amostras foram incubadas a 94° C por 1 min,
para as desnaturagdes, seguida de uma seqiiéncia de 40 ciclos repetidos, compostos de
trés temperaturas para cada ciclo: 94° C/Imin para desnaturagdo da fita de DNA,
59°C/1min para a hibridiza¢do dos primers ¢ 72°C/1min para a extensdo das fitas. Ao
final, foi realizada uma incubagdo a 72°C/7 min para garantir a presenca dos DNAs
amplificados em fita dupla.

Para a Nested-PCR utilizou-se 12,5 ul de GoTaq® Green Master Mix (Promega),
10 pmol de cada um dos primers CDV-For ¢ CDV-Rev, 9,5 ul de 4gua livre de
nucleases e 1ul do produto da PCR. As amostras foram incubadas a 95° C por 1 min,

seguida de uma seqiiéncia de 40 ciclos repetidos, compostos de trés temperaturas para

cada ciclo: 95° C/30segundos, 48°C/30 segundos, 72°C/30 segundos e 72°C/5 min. O
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controle-negativo da reacdo constitui de dgua ultrapura estéril e como controle-positivo
utilizou-se o cDNA de uma amostra de urina utilizada para o isolamento viral.

Os produtos obtidos na amplificagcdo pela técnica de RT-PCR e Nested-PCR
foram analisados em gel de agarose a 1,5% (p/v), corado com brometo de etidio
(0,5ug/ml) e examinados comparativamente com marcadores de DNA de 50 pb
(Promega), com auxilio de transiluminador UV. Foram considerados positivas as
amostras que, apos realizagcdo da técnica de Nested-PCR, resultaram em amplicons de

287 pb na PCR e/ou 83 pb na nested-PCR

3. Resultados

3.1. Virus Padriao

Fragmentos de 83 bp de DNA, correspondente a nested-PCR, foram identificados,
tanto nas amostras de urina utilizadas no isolamento, quanto nas amostras de lisado de
células MDCK infectadas.

O virus isolado foi identificado como pertencente ao genotipo Europa.

3.2 Conjugado COA anti-CDV

Os melhores resultados foram obtidos com o conjugado preparado com 80ul de

anti-soro e quando o preparo das amostras foi realizado com 50ul de COA anti-CDV.

3.3 Preparo das Amostras com 0 COA-Anti-CDV e com o Kit Comercial e PCR

Todas as amostras foram positivas pois apresentaram “amplicons” de 287 na
PCR e/ou de 83bp pelas duas metodologias de preparo de RNA utilizadas. As amostras
negativas ndo apresentaram amplificacdo. Nao houve amplificagdo na amostra positiva
preparada com o COA controle (preparado com soro normal de cobaio). Na figura 2
encontra-se demonstrado o resultado das amostras 2, 4 ¢ 6 que refletem todas as
possibilidades encontradas nos testes. As amostras 2, 3, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ¢ 16
foram negativas na PCR e positivas na nested-PCR utilizando o COA. Com o kit isso

ocorreu com as amostras 4, 12, 13, 14 e 17. O restante das amostras obteve resultados
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positivos tanto na PCR quanto na nested-PCR. Bandas espurias foram verificadas na

nested-PCR principalmente quando foi utilizado o kit para extragdo do RNA.

Amostra 2 Amostra 4 Amostra 6

Fig 2: Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo dos produtos da
amplificacdo obtidos pela RT-PCR e pela nested-PCR das amostras 2, 4 ¢ 6. P = PCR;
N = Nested-PCR; M = Marcador molecular (50bp).

4. Discussiao

A transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) ¢
um método molecular de diagndstico que, se adequadamente padronizado, apresenta
alta sensibilidade e especificidade para o diagnéstico da cinomose. (NEGRAO et al.,
2007) Entretanto, na dependéncia do material bioldgico a ser empregado ¢ do método de
extracdo utilizado a RT-PCR pode apresentar resultados falso-negativos. (FRISK et al.,
1999; GEBARA et al., 2004; NEGRAO et al., 2007; AMUDE et al., 2007). Ha diversos
inibidores em potencial nas amostras de urina, muitos ainda nido foram identificados,
mas sabe-se que, cristais, o pH da urina, a presenca de uréia, de algumas proteinas e de
sangue ja demonstraram ter atuagdo como inibidores (TOYE et al., 1998; BRINKMAN
et al., 2004). Pelo fato de amostras de urina serem extremamente heterogéneas quanto a
presenga de cristais ou contaminantes que poderiam confundir o resultado da PCR, a
possibilidade de selecionar previamente o CDV, através dos anticorpos, traria grande
contribui¢do, principalmente relacionado a especificidade analitica da técnica.

Dez amostras foram negativas na PCR e positivas na nested-PCR utilizando o

COA. Com o kit isso ocorreu com 5 amostras. Entretanto em apenas 2 amostras esse
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resultado foi observado para ambas as técnicas de preparo do RNA. Assim, em 3
amostras o0 COA demonstrou ter mais sensibilidade analitica e em 8 amostras isso
ocorreu com o kit. Entretanto, pela necessidade de realizar sempre o nested-PCR para o
caso da cinomose, como observado por (KIM et al., 2001; RZEZUTKA e MIZAK,
2002; JOZWIK e FRYMUS, 2005), essa menor sensibilidade analitica do COA nao
atrapalharia o resultado final do diagnostico, pois todas as amostras foram positivas na
nested-PCR. Ademais, bandas espurias foram mais freqiientes quando do uso do kit o
que pode comprometer a especificidade analitica do teste. A utilizacdo de soro
policlonal foi importante pelo fato do CDV apresentar alta variabilidade genética.
(MARTELLA et al., 2007). Assim, mesmo que ocorram diferengas nos epitopos, os
anticorpos presentes no soro policlonal podem se ligar e capturar o CPV através de
outros epitopos na superficie viral.

Concluindo, observou-se que a técnica de preparagdo utilizando o COA anti-
CDV pode ser utilizada como auxilio a ferramenta diagnostica molecular,
principalmente pelo fato de associar a especificidade dos anticorpos com a

especificidade dos primers aliado a uma relagdo custo-benefico bastante favoravel para

o COA.
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Discussio Geral

A necessidade de métodos de preparacdo mais eficientes, rapidos e principalmente
mais baratos foram os motivos que nos levaram a realizar o presente trabalho. Pela
experiéncia prévia de nossa equipe em trabalhar com a técnica de coaglutinacdo e
técnicas soroldgicas aliada a varios projetos em desenvolvimento no Laboratorio de
Virologia e Diagnostico Molecular que utilizam rotineiramente a PCR formulou-se a
hipotese de conciliar técnicas soroldgicas com as de PCR.

Como ja sabido, teste de coaglutinagdo utilizando o Staphylococcus aureus (COA)
¢ baseado na propriedade da proteina A, de se ligar especificamente a por¢do Fc da
imunoglobulina G de alguns mamiferos (KRONVALL et al., 1970). Esta propriedade
da proteina A ja foi explorada para o diagndstico de diversas enfermidades
(BOOTLAND & LEONG, 1992; MONTASSIER et al., 1994; PERET et al., 1995;
PESHEV et al, 1996; SINGH et al., 1998; DEL RIO et al., 2003; VARSHNEY, et al,
2007), onde o teste mostrou-se especifico, rapido, barato e com baixo limiar de
deteccdo. Entretanto, mesmo apresentando muitas vantagens, ndo ha muitos relatos do
seu emprego na rotina diagnéstica. Neste trabalho inédito, tentou-se associar a
especificidade do teste de coaglutinagdo com a especificidade da PCR, obtendo-se
resultados favoraveis ao uso desta nova técnica de preparo do acido nucléico.

A escolha do parvovirus canino e do virus da cinomose foram motivados pelo fato
de serem bastante diferentes estruturalmente sendo o parvovirus um virus nu com acido
nucléico constituido de DNA e o da cinomose um virus envelopado contendo RNA
como acido nucléico. Isso aliado também a importancia dessas duas doencas para a
clinica veterinaria. Nossa escolha se baseou no principio de que, caso essa técnica
funcionasse para esses dois virus, principalmente pelo material bioldgico de onde se faz
a preparacgdo para a PCR, ou seja, fezes e urina, a mesma poderia funcionar em outras
amostras bioldgicas com outros virus de maneira similar ou até mesmo melhor.

Inicialmente, optou-se por trabalhar com a PCR convencional para a padronizacdo
da técnica, uma vez a PCR em tempo real ainda tem como uma das suas desvantagens o
seu custo.

As primeiras tentativas de padronizacdo foram realizadas com o parvovirus canino,
devido a facilidade de obtencdo da amostra, pelo padrio de eliminagdo viral e por
necessitar apenas uma reacdo de PCR. Porém, devido a presenga de uma elevada
quantidade de virus na maioria das amostras, houve dificuldades na definicdo dos

melhores resultados, pois as diferengas observadas na eletroforese em gel de agarose, na
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intensidade de fluorescéncia nas diferentes reac¢des e diluicdes da amostra, eram muito
pequenas chegando-se ao ponto de ndo conseguir definir o “end point” da reacéo.

A PCR em tempo real foi a op¢do encontrada, por permitir a quantificagdo da carga
viral nas amostras. Infelizmente, ainda nfdo ha muitos relatos desta técnica no
Diagnostico de enfermidades virais em pequenos animais. A maioria dos relatos sdo
feitos por um grupo pertencente a Faculdade de Medicina Veterinaria de Bari, Italia e
foi nestes trabalhos que nos baseamos para a aplicagdo da técnica (DECARO et al,
2005a; ELIA et al.,2006).

A tecnologia inicialmente utilizada foi a do SYBR Green, mas os resultados nio
foram satisfatorios, pois a intensidade de fluorescéncia obtida era muito pequena,
impedindo a comparagdo. Numa segunda tentativa, optou-se por utilizar a tecnologia
Tagman e assim conseguiu-se finalmente uma reagdo com resultados satisfatorios, que
permitiram analisar detalhadamente o método proposto. Devendo-se ressaltar que as
amostras utilizadas no estudo, quando preparadas com o conjugado, também foram
positivas na PCR convencional, demonstrando assim que técnica pode ser utilizada na
rotina diagndstica.

A padronizag¢do da metodologia para virus RNA foi problematica. Inicialmente,
problemas com a deteccdo do virus padrdo demonstrou a necessidade do isolamento
viral. A cepa inicialmente utilizada como padrdo, causava efeito citopatico na cultura de
células, ndo havia problemas com o controle negativo, mas ndo era possivel realizar a
amplificacdo do alvo, mesmo testando-se diferentes pares de primers, temperaturas de
anelamento, concentragdo de magnésio e ainda diferentes genes alvo e concentracdes
virais. (FRISK et al., 1999; MARTELLA et al, 2007; ELIA et al., 2006).

Os problemas inicialmente encontrados levaram a um atraso consideravel na
padronizacdo da técnica. Inicialmente, foi proposto a realizacdo do experimento nos
mesmos padrdes que o anterior, entretanto, devido a fragilidade do CDV, encontrou-se
dificuldade de obtencdo e manuten¢do das amostras vidveis. Outra dificuldade
encontrada foi a quantificagdo do CDV pela RT-PCR em tempo real. Os resultados
obtidos tanto pela tecnologia do SYBR Green, quanto pela Tagman ndo foram
satisfatorios. Esta segunda técnica conta com uma maior especificidade devido a
utilizagcdo de sondas marcadas, portanto, acredita-se que a presenga de uma pequena
mutag¢do no local de anelamento desta poderia interferir na sua anexagdo, prejudicando a
emissdo de fluorescéncia. A saida encontrada foi realizar a analise do experimento pela

PCR tradicional. Futuramente realizar-se-a o sequenciamento do produto da RT-PCR
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para a verificagdo de possiveis mutacdes e, havendo necessidade, serda desenhada uma

nova sonda objetivando a realizagdo de novos testes aplicando a quantificacgio relativa.
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Conclusio

A técnica de preparacdo utilizando o COA anti-CDV pode ser utilizada como
auxilio a ferramenta diagnostica molecular, principalmente pelo fato de associar
a especificidade dos anticorpos com a especificidade dos primers aliado a uma

relag@o custo-beneficio bastante favoravel para o COA;

a técnica de preparo de DNA utilizando o COA ¢ eficiente ¢ apresenta
reprodutibilidade, sendo também capaz, em conjunto com a Proteinase K ¢ o
tratamento prévio das amostras, de eliminar os inibidores da PCR de maneira

desejavel;

O conjugado, mesmo sendo preparado com anticorpos policlonais, foi capaz de

concentrar as particulas virais presentes nos dois tipos de amostra;
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