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1 Introducio

A leucose enzodtica bovina (LEB) ¢ uma doenca contagiosa causada pelo virus da
leucemia bovina (VLB), da familia Retroviridae e do género Deltaretrovirus. Em bovinos, se
manifesta em diferentes formas clinicas, podendo ser assintomatica, por linfocitose persistente
e por linfossarcomas (FRIE et al., 2014). Dos animais infectados, aproximadamente 30%
desenvolvem linfocitose persistente ¢ de 1 a 5% dos animais progridem para a forma clinica,
formagao de linfossarcomas (BARROS FILHO et al., 2010).

Por se tratar de uma doenga sem tratamento, as estratégias de controle se baseiam no
diagnodstico, manejo sanitario mais rigoroso, selecdo genética de animais resistentes e descarte
criterioso de animais (MARAWAN, 2021). A identificacdo dos animais soropositivos, adogao
de estratégias de controle e o diagnostico precoce dos animais acometidos ¢ de grande
importancia no controle populacional.

Assim, métodos para detec¢do do virus sdo promissores, dentre os quais, a
imunodifusao em gel de agar (IDGA) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA), que se baseiam na
deteccao de anticorpos antivirais. E, recentemente, a técnica de reagdo em cadeia da polimerase
em tempo real (QPCR), uma ferramenta molecular de alta sensibilidade caracterizada por
detectar a carga proviral (PVL) (PLUTA el al., 2024), e que se destaca como um método
diagndstico preciso, rapido e promissor (JULIARENA et al., 2007).

2 Objetivos:
Objetivo geral:
Realizar testes laboratoriais de ELISA e qPCR em amostras de sangue de novilhas da

UFFS visando diagnéstico de leucose enzootica bovina (LEB).
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Objetivos especificos:
Extrair o material genético de amostras de sangue; Realizar os testes de diagnostico

ELISA e qPCR, e e correlacionar os resultados obtidos.

3 Metodologia

A execuc¢dao do estudo foi devidamente aprovada pelo CEUA sob protocolo n°
3145230226. Por nao prever coleta de amostras, aliquotas de sangue foram obtidas e doadas
por subprojeto vinculado ao mesmo guarda-chuva. Inicialmente, as coletas ocorreram em
diferentes propriedades comerciais leiteiras do municipio de Realeza - Parana, com a
formalizagdo da agdo via termo de consentimento. O manejo dos animais seguiu os protocolos
de bem-estar animal.

Para as coletas realizou-se a assepsia do local com algodao e 4lcool 70%, seguida de
venopungdo da veia coccigea, utilizando agulhas e tubos estéreis com EDTA, sem
anticoagulante e a vacuo. As amostras foram processadas no laboratorio multiusuario da
Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterinaria Universitaria (SUHVU), e as aliquotas de
cada uma acondicionadas em ultrafreezer para realizagao dos testes laboratoriais.

Inicialmente, o estudo previa a avaliagao de 200 amostras coletadas em propriedades
comerciais, entretanto, ao iniciar a rotina laboratorial, problema no equipamento Bioeasy
Bi0-2900 Vet inviabilizou a realizagdo do hemograma, e por ndo haver possibilidade de
conserto em tempo habil, adequagdes foram necessarias, dentre as quais a reducdo no niimero
de individuos, considerando a testagem nas novilhas da instituicao.

Assim, os testes de diagndsticos foram considerados para oito novilhas mantidas na
UFFS-Campus Realeza, as quais apresentavam as analises clinicas consolidadas. A testagem
pelo método diagnostico ELISA foi realizada pelo grupo de pesquisa utilizando protocolo
estabelecido em subprojeto associado, com o Kit “Enzootic Bovine Leukosis Virus (BLV) gp51
Antibody Test” da Idexx, no equipamento Thermo Scientific Multiskan Sky e Thermo
Scientific Wellwash Versa. Posteriormente, os resultados obtidos foram correlacionados com
os oriundos da técnica qPCR.

Considerando os mesmos animais, as aliquotas das amostras foram processadas para
realizacdo da qPCR. A extra¢do do material genético das amostras foi obtida no laboratério de
biologia molecular do SUHVU utilizando o kit Biospin Virus DNA/RNA Extraction Kit
(Bioflux). O equipamento adotado para as reagdes moleculares foi o termociclador PTC-200,

MJ Research Chromo 4, seguindo o protocolo: incubagao inicial e ativacdo da polimerase a 95
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°C (15 minutos), desnaturagdo a 94 °C (60 segundos), anelamento a 60 °C (60 segundos), por
50 ciclos.

Para as reagdes moleculares foram utilizados oligonucleotideos para diagndstico de
LEB, conforme sequéncia BLV.LTR.114 descrita por FONSECA JUNIOR (2021).

Os resultados foram analisados considerando os pontos de corte padronizados pelos

testes utilizados.

4 Resultados e Discussiao

Avarias no equipamento para realizagdo de hemograma inviabilizou a andlise clinica
para o numero de amostras previsto para compor a populacao neste estudo. Assim, a realizagao
da pesquisa considerou algumas adequagdes.

No rearranjo considerou-se utilizar amostras de sangue de oito novilhas mantidas UFFS
- Campus Realeza, realizando testes laboratoriais gPCR e ELISA. Importante destacar que os
métodos utilizados para o diagnostico apresentam diferentes mecanismos de detecgdo, sendo o
ELISA para presenca de anticorpos e a qPCR para presenca de particulas virais.

No teste de ELISA os dados obtidos para cada amostra foram analisados considerando
a equagdo A/N(%)=100x[amostra A(450)/CNX], onde A/N (%): Porcentagem da relacdo
Amostra/Negativo, A(450): absorbancia da amostra e CNX: média aritmética do controle
negativo. O ponto de corte no diagnostico considera valores menores que 40,0, amostra
positiva, e igual ou maiores, para amostra negativa. Das amostras analisadas, a novilha nlimero
9 apresentou valor abaixo do indicado, isto ¢, 6,30, e diagndstico LEB positivo. Os valores

obtidos para as demais foram superiores, indicando diagndstico negativo (tabela 1).

Tabela 1. Valores obtidos nas andlises pelo teste de ELISA

Método Novilhas* Controles
de
testagem 1 2 4 5 6 7 8 9 + -

ELISA 47,00 191,95 191,88 190,86 | 91,87 | 91,66 | 86,46 | 6,30 | 7,216 | 96,80
6,907 |103,2

* os valores apresentados resultam da equagdo A/N(%)=100x[amostra A(450)/CNX], e valores menores que 40,0 indicam
amostra positiva e igual ou maiores, amostra negativa.

Para o método de testagem qPCR, a figura 1A apresenta o croqui de aplicagdo das

amostras na placa inserida no termociclador, sendo na sequéncia superior o material obtido das
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amostras de sangue total e na sequéncia inferior, apds centrifugagdo, material obtido a partir do
plasma e fragdo leucoplaquetaria. Na distribui¢do das amostras, da esquerda para a direita, a
primeira inclusdo para o controle negativo, seguido das amostras 1, 2,4, 5,6, 7, 8 ¢ 9. No estudo
ndo foi considerada a novilha 3, ausente no momento das coletas, em virtude de ébito.

No grafico da figura 1B, observa-se curvas exponenciais da resposta do controle
enddgeno (oligonucleotideo marcador de B-actina) em todas as amostras, exceto para o controle
negativo, indicando que o processo de extracdo do material genético foi bem sucedido e que ha
presenga de material genético bovino. Quanto ao oligonucleotideo utilizado para diagndstico
de LEB, a amplificago foi constatada apenas na amostra 9, reproduzindo o mesmo indicativo
obtido pelo teste de ELISA.

Figura 1. Teste qPCR utilizando material genético extraido de sangue de novilhas da UFFS -
Campus Realeza. A. distribuicdo das amostras na placa para termociclagem; B - grafico de

amplificacdo das sequéncias de DNA enddgeno ¢ do DNA da sequéncia viral.

-

BEEECSs |2 e ] e [io]iv]iz
IO ICICN Y
X fa}j@,fogg?g
EELHE)
CL LTI
a@?@?@?@?ﬂ?@ﬁ?

<J

(X

(<X
S

=
)

(3
<)

4 CDoDDOEEDE
)
X

Os métodos de testagem utilizados replicaram o diagnostico e corroboram com dados
obtidos por Polat (2017). Apesar das técnicas responderem, ¢ importante destacar que a
reproducdo dos resultados deve ser avaliada considerando o momento da coleta, o estagio da
infec¢do e caracteristicas inerentes de cada método diagnostico. Segundo PLUTA el al. (2024) o
aprimoramento de métodos para rotinas de diagnostico € necessario, reduzindo discrepancias
em amostras com baixa carga viral, e otimizando a deteccdo de animais em fases iniciais ou

assintomaticas da infecgao.
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5 Conclusao

Os dois métodos no diagnostico de LEB mostraram-se promissores na investigacao
das oito novilhas da UFFS, corroborando o resultado positivo apenas para o animal 9.

Quanto a aplicabilidade do teste qPCR em rotinas de diagndstico, novas investigacoes
serdo necessarias para validagao rigorosa do método molecular e para garantir que o diagnostico
da leucose enzoodtica bovina seja confiavel e reprodutivel.

Assim, propde-se ampliar o nimero de animais, realizar coletas em diferentes estagios

e executar o refinamento dos protocolos.
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