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Diagnostico e genotipagem do virus da pseudoraiva por nested-PCR e anélise de
restricdo enzimatica

Diagnosis and genotyping of pseudorabies virus by nested-PCR and restriction enzyme analysis
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Alexandre Carvalho Braga"' Janice Ciacci-Zanella"' Marcos Bryana HeinemannV
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RESUMO

A pseudoraiva (PR) é uma enfermidade viral
responsavel por consideraveis perdas econdmicas na industria
de suinos. O virus da pseudoraiva (PrV) apresenta apenas um
sorotipo, mas, por analise de restricdo enzimatica, foi
classificado em quatro gen6tipos denominados I, I, 111 e IV.
Os métodos usados para genotipagem dependem do isolamento
do virus, da purificagdo do DNA viral, da restricdo enzimatica
do genoma completo e da visualizacdo apos eletroforese. O
objetivo deste trabalho foi estabelecer um método mais rapido
e sensivel para detectar e genotipar o PrV por nested-PCR e
analise de restri¢do enzimatica. Vinte isolados do PrV das regides
Sul e Sudeste do Brasil e a estirpe padrdo Shope foram
replicadas em células PK-15 e submetidas a nested-PCR para
0 gene da glicoproteina E. Além desses virus previamente
isolados, foram avaliadas 75 amostras clinicas de cérebro de
suino em um total de 25 animais positivos para a PR no
isolamento e na soroneutralizagao viral e 50 amostras negativas
provenientes de animais negativos na soroneutralizacéo viral
e de granjas sem histérico de PR. Todas as amostras clinicas
tiveram resultados compativeis com o isolamento e a
soroneutralizacédo, e a totalidade das amostras positivas foi
classificada como genétipo Il. A sensibilidade analitica da
nested-PCR foi de 10** TCID,, mL™. A combinagé&o da nested-
PCR e da restri¢do enzimatica foi capaz de detectar e genotipar
0 virus com resultados em um a dois dias, sendo mais rapida
que os métodos convencionais de restricdo do genoma completo
que podem demorar até sete dias.

Palavras-chave: genotipagem, nested-PCR, pseudoraiva,
restricdo enzimatica.

ABSTRACT

Pseudorabies is a disease caused by Suid
herpesvirus 1 (PrV) and is responsible for considerable
economic losses in the swine industry. The PrV has only one
serotype, but based on RFLP (restriction fragment length
polymorphism) the virus was divided into four genotypes named
1, 11, 11, V. The classical methods for PrV genotyping usually
require virus isolation, DNA purification enzyme restriction
analysis and a long electrophoresis. The aim of this research
was to describe a faster and more sensitive method to detect
and genotype PrV based on nested-PCR and restriction enzyme
analysis. Twenty PrV isolates from south and southeast regions
of Brazil, and the standard strain Shope were grown in PK-15
cells and submitted to PCR for glycoprotein E gene
amplification. Additionally were tested 75 clinical samples
(swine brain), with 25 positives for virus isolation and
seroneutralization, and 50 negatives from a flock free PR with
negative results in seroneutralization test. There was 100% of
agreement between results of nested-PCR and virus isolation
and seroneutralization and all samples detected were classified
as genotype Il. The nested-PCR, combined with restriction
enzyme analysis, was able to detect and genotype PrV in 1-2
days with a sensitivity of 10* TCID,, mL™. It was faster than
classical methods described in the literature that require at
least 7 days to be completed.

Key words: genotype, nested-PCR, pseudorabies, restriction
enzyme analysis.
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INTRODUCAO

A pseudoraiva (PR) ¢ uma enfermidade de
grande importancia na suinocultura em razao de
elevados prejuizos que causa na cadeia produtiva da
industria suina, seja por danos diretos nas granjas,
seja também por barreiras sanitarias. O agente etiologico
da enfermidade € o virus da pseudoraiva (PrV), também
denominado herpesvirus suino 1, um membro da familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, que
possui apenas um sorotipo (MURPHY et al., 1995). A
transmissdo do virus geralmente ocorre por via oro-
nasal. O suino é o hospedeiro natural do PrV, mas o
virus pode infectar outros animais domésticos como
cées e bovinos. A intensidade dos sinais clinicos e a
mortalidade dependem da idade do hospedeiro, ¢ a
infeccdo latente é sempre estabelecida apos a
recuperacao do animal (METTENLEITER etal., 1999).

Apesar de o virus possuir apenas um
sorotipo, diferentes genodtipos do PrV podem ser
identificados pela analise por endonucleases de
restricdo, e a identificagdo dos gendtipos € importante
para estudos epidemiolégicos (KLUGE etal., 1999). O
método baseado em analise de polimorfismos de
fragmentos de restri¢do (RFLP) com a enzima BamHI
foi descrito previamente e provou ser capaz de dividir
o PrV em quatro gendtipos. Os genotipos I e I estdo
distribuidos mundialmente, ¢ os genoétipos III e IV
estiveram restritos a Dinamarca e Tailandia,
respectivamente, ¢ ndo foram mais relatados
(CHRISTENSEN, 1995).

No Brasil, foram identificados os genotipos
I e II, por meio do RFLP (PIATTI et al., 2001;
SCHAEFFER et al., 2006). O Rio Grande do Sul (RS)
manteve-se sem relato da PR durante 49 anos, até o
foco de 2003, causado por um virus pertencente ao
genotipo I1. Analises de RFLP permitiram detectar que
este era 0 mesmo tipo gendmico presente no Estado de
Santa Catarina, que ainda ndo havia completado seu
programa de erradicacdo na época do surto no RS
(SILVA et al., 2005). O mesmo método identificou
amostras do genoétipo I no Estado do Parana, um tipo
incomum no Brasil, mas presente na Argentina, o que
indica a possivel introducdo desse genotipo por
animais com o virus latente daquele pais (SCHAEFER
etal.,2000).

O método de andlise por restrigdo enzimatica
de genoma completo com BamHI ¢ util na diferenciagao
do PrV, mas muito complexo, pois requer isolamento do
virus, processos de ultracentrifugacao para purificacao
do DNA e eletroforese de temperatura controlada que
pode durar até 20 horas. Além da boa qualidade da
amostra para evitar contaminagdes e destruicdo do

virus, é necessario que este esteja ativo, ja que o Prv
ndo pode ser isolado quando se encontra em laténcia
(POMERANZ etal., 2005).

A detecgdo do virus, no estado latente ou
replicativo, pela PCR, ¢ uma ferramenta importante no
controle da doenca (YOON et al., 2005; YOON et al.,
2006; SAMI et al., 2007). Essa metodologia foi sugerida
no plano de erradicagdo da PR no Brasil elaborado pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(BRASIL, 2007) e recomendada pela Organizagao
Mundial de Satide Animal (OIE, 2008).

O objetivo deste trabalho foi associar as
técnicas de nested-PCR e a analise de restri¢do
enzimatica, visando a obten¢do de um método rapido e
sensivel para detecgdo e caracterizagdo genotipica do PrV.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Vinte amostras do PrV isoladas nas Regides
Sul e Sudeste do Brasil previamente genotipadas
(PIATTI etal.,2001; SILVA et al., 2005) e a estirpe padrao
Shope foram multiplicadas em células PK-15 (Tabela
1). A estirpe padrao Shope, genétipo I, foi utilizada
como controle positivo em todos os testes descritos
neste trabalho. O DNA total foi extraido por meio do
kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega, EUA) e armazenado a -20°C, para utiliza¢do
na nested-PCR e genotipagem. Amostras do genotipo
IIT e IV nao foram utilizadas por terem sido descritas
exclusivamente na Dinamarca, onde a PR ja foi
erradicada, e na Tailandia, também livre de novos focos
com esses gendtipos nos ultimos anos
(CHRISTENSEN, 1995).

Além das amostras de virus isolados ja
genotipados, 75 amostras de cérebro de suino foram
utilizadas para avaliagdo da nested-PCR em material
clinico. Vinte e cinco dessas amostras eram
provenientes de focos de PR e outras 50 amostras foram
colhidas de animais abatidos em frigorifico e
provenientes de granjas sem historico de PR. Todas as
amostras positivas foram submetidas previamente ao
isolamento viral e & soroneutralizagdo viral segundo
método descrito pela OIE (2008). As amostras negativas
foram submetidas apenas a soroneutralizagao.

Analise in silico dos sitios de restri¢do enzimatica

A restricdo enzimatica para o gene
codificante da glicoproteina E foi baseada nas
sequéncias obtidas por FONSECA JR. et al. (2009), que
foram submetidas ao programa pDraw32 (KJELD, 2006),
para a escolha de uma enzima de restri¢ao que clivasse
os amplicons e diferenciasse os genotipos. Os
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Tabela 1 - Amostras-padrio e de isolados brasileiros de PrV utilizadas no estudo.

Virus Isolado de Origem Caracteristicas Ano de isolamento Gendtipo
Shope Bovino ATCC; Hungria Padrio 1942 I
Nova Prata Bovino RS Isolado 1956 11
031 Suino Coronel Vivida — PR* Isolado 1984 1
673 Suino M. Candido Rondon — PR’ Isolado 1984 I
936 Suino Santa Rosa — PR” Isolado 1983 1
Piau Suino Igarapé - MG Isolado 1984 I
3288 Suino Seara - SC Isolado 2002 11
3293 Suino Xanxeré - SC Isolado 1983 I
3303 Suino Toledo — PR Isolado 1984 I
3308 Suino Rio do Sul - SC Isolado 1989 1I
3333 Suino Desconhecido - SC Isolado 2002 1I
3338 Suino Ipumirim - SC Isolado 1983 I
3380 Suino Concordia - SC Isolado 1986 11
3356 Suino Concordia - SC Isolado 1988 11
3370 Suino Concordia - SC Isolado 1984 11
3319 Suino Concordia - SC Isolado 1989 1I
EVI-192/03 Suino Ponte Preta - RS Isolado 2003 11
EVI-193/03 Suino Erechim - RS Isolado 2003 11
EVI-011/03 Suino Pinheirinho do Vale - RS Isolado 2003 1I

*Refere-se ao Estado do Parana.

iniciadores desenhados com o intuito de flanquear a
regido do polimorfismo e a enzima Btgl foram escolhidos
para a utiliza¢do na nested-PCR seguida da restri¢ao
enzimatica. A enzima Hphl foi selecionada no mesmo
programa para ser o controle da restri¢do enzimatica
para garantir que a reacdo de digestdo ndo sofria
inibigao.

Nested-PCR

Os iniciadores externos gE-E-F (5°-
CCAACGACACGGGCCTCTAC-3’) e gE-E-R (5°-
CGAGCGTGTAGTCCCAGGTG-3’) e internos gE-I-R
(5’-GCGTTCGTGTGCACCTCCT-3") e gE-I-F
(GGGGACACGTTCGACCTGAT) foram desenhados
com o auxilio do do programa Primer3 (ROZEN &
SKALETSKY, 1998). A nested-PCR foi realizada nas
seguintes condi¢des: a primeira reagdo de 20uL
continha cinco pmoles de cada iniciador (gE-E-F e gE-
E-R), 1.5U de Taq polimerase (GoTaq, Promega, Estados
Unidos), tampao GoTaq 5x, MgCl 1.9 mmol L', 4%
DMSO e DNTP a200umol L e 2uL® de DNA. Os ciclos
dareagdo foram os seguintes: desnaturagdo a 95°C por
cinco minutos, 35 ciclos de 95°C por 50s, 58°C por 40s,
72°C por 50s e extensdo a 72°C, por cinco minutos. A
segunda reagdo foi realizada como a seguir: iniciadores
gE-I-F e gE-I-R e solugdes de 20uL com 6 pmoles de
cada iniciador, 1.0U de Taq polimerase (GoTaq), Tampao
GoTaq 5x, 1.5mmol L' MgCl,, 4 % DMSO, 200(mol L'

DNTP e 2uL da reagdo externa. As temperaturas € 0s
tempos da reagdo foram: 95°C por cinco minutos, 15
ciclos de 95°C por 40s, 64°C por 40s, 72°C por 40s, 20
ciclos de 95°C por 40s, 59°C por 40s, 72°C por 40s ¢
extensdo a 72°C, por trés minutos. O fragmento
amplificado esperado de 317pb foi visualizado em gel
de agarose a 1,5% e corado com brometo de etideo
(0,5ug mL), sob luz ultravioleta.

Especificidade analitica

Amostras dos geno6tipos I e Il de PrV (Tabela
1), amostra vacinal Bartha, herpesvirus bovino 1
(devido a proximidade filogenética) e de Streptococcus
suis foram utilizadas para o teste de especificidade. O
DNA dessas amostras foi extraido pelo mesmo método
descrito anteriormente.

Sensibilidade analitica

Uma suspensao do isolado de campo F3303
(10> TCID, mL") foi diluida em série, na base 10 até
107. Cada diluigdo foi utilizada para contaminar 10
amostras de cérebro de suinos negativos na sorologia
e provenientes de uma granja sem historico de PR. O
DNA dessas amostras contaminadas foi extraido como
citado anteriormente. A dilui¢do com 10 resultados
positivos foi repetida 21 vezes para a determinagéo da
sensibilidade analitica, com nivel de confianca de 95%
(CAULCUTT & BODDY, 1983).

Ciéncia Rural, v.40, n.4, abr, 2010.
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Amostras clinicas

A nested-PCR foi utilizada nas 75 amostras
de cérebro de suino descritas anteriormente para
confirmagao da sensibilidade e especificidade analitica
do teste, como sugerido por ESPY et al. (2006),
permitindo a verificacdo dos resultados positivos e
negativos, bem como de reagdes inespecificas. O teste
de precisao da analise foi realizado com a repetigao por
10 dias de uma amostra positiva, uma amostra
contaminada no limite de deteccdo e uma amostra
negativa. Os resultados foram analisados pelo teste
Kappa (GART & BUCK, 1966).

Restri¢do enzimatica

Os produtos internos da amplificagdo do
gene da glicoproteina E obtidos na nested-PCR (317
pb) foram digeridos com a enzima de restri¢do Btgl, de
acordo com as instrucdes do fabricante (New England,
EUA). Todos os amplicons também foram submetidos
a outra reagdo de restrigdo com HphI (New England,
EUA). A amostra padrdao Shope foi utilizada como
controle positivo para se verificar o corte dos amplicons
derivados dos isolados do genotipo I. O DNA digerido
foi fracionado por eletroforese, em gel de agarose a
1,5%, corado com brometo de etideo (0,5ug mL") e
visualizado sob luz ultravioleta.

Comparagio da nested-PCR com PCR convencional

A comparagio entre a nested-PCR e a PCR
convencional descrita por BASCUNANA et al. (1997)
foi realizada a partir de amostras negativas
contaminadas com dilui¢des da amostra viral F3303 no
mesmo processo definido no item Sensibilidade
Analitica. A mistura para a reagdo foi constituida de:
7,5 pmoles de <cada iniciador (gBI
GAACCTGACGCTGCTGGAGGACCGACCG e gBII-
AGGCCCTGGAAGAAGTGGCGATGCATGC), 1.5Ude
Taq polimerase (GoTag, Promega, EUA), Tampao GoTaq
5x,MgCl, 1.5mmol L, 4% de DMSO, DNTP 200umol L,
2uL de DNA. Os ciclos da reagao foram os seguintes:
desnaturagdo a 95°C por cinco minutos, 35 ciclos de
95°C por 40s, 59°C por 40s, 72°C por 40s e extensdo a
72°C por cinco minutos.

RESULTADOS

A nested-PCR descrita teve sensibilidade
analitica de 10" TCID, mL"' correspondente a0 menor
titulo que obteve 10 reagdes positivas e sucesso nas
21 repeticdes. Na comparag@o com a PCR convencional,
a nested-PCR foi 100 vezes mais sensivel (Tabela 2).
Todas as amostras de PrV foram amplificadas pela
nested-PCR, exceto a amostra vacinal Bartha, por ser

Tabela 2 - Comparagio da sensibilidade analitica da nested-PCR e
PCR convencional para PrV.

Numero de amostras positivas

Concentragdo ~ Numero de

(TCIDsymi 1) repeticdes Nested PCR PCR gB*
10*3 10 10 10
10*3 10 10 10
10%3 10 10 10
10" 10 10 10
10%3 10 10 8
1073 10 10 2
1023 10 3 0

* PCR descrita por BASCUNANA et al., 1997.

deletada para o gene da glicoproteina E. Nao houve
amplificagdo inespecifica quando foi utilizada amostra
do DNA de herpesvirus bovino. Também nio houve
amplificagdo para amostras de S. suis, agente causador
de uma doenga neuroldgica semelhante a PR.

O teste de verificagdo da acuracia da nested-
PCR teve resultados compativeis com os obtidos no
isolamento viral e a soroneutraliza¢do viral em amostras
clinicas com um valor de Kappa igual a 1,0, nivel de
confianca de 95%, significando concordancia de 100%
entre os testes. Todas as amostras positivas pela
nested-PCR foram identificadas como pertencentes ao
gendtipo I1. Nao houve amplificagdo do fragmento de
gE ou formagao de bandas inespecificas nas 50 amostras
negativas testadas.

Polimorfismos de nucleotideo unico foram
detectados nos gendtipos I e II. A enzima Btgl,
selecionada na analise computacional das sequéncias,
teve sua eficiéncia confirmada nos testes de laboratorio
com duas bandas formadas para o genoétipo I (uma
banda com 217pb e outra com 100pb) e apenas uma
banda de 317pb para o genotipo II. A enzima Hphl
clivou os produtos da nested-PCR de ambos os
genotipos em fragmentos de 54, 129 e 134pb. O
fragmento menor nao foi detectado no gel, e os dois
ultimos apareceram como apenas um em razdo da
semelhanga nos tamanhos (Figura 1).

DISCUSSAO

A rapida detecg@o e a caracterizagdo de
agentes infecciosos sdo essenciais para os programas
de defesa sanitaria animal. Uma doenca como a PR,
listada pela OIE, pode causar grandes impactos nas
granjas acometidas, assim como gerar barreiras
sanitarias relevantes para a suinocultura. O tempo gasto
para realizacdo do teste descrito neste trabalho foi de

Ciéncia Rural, v.40, n.4, abr, 2010.
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Figura 1 - Padrdes de fragmentos de restri¢do dos genotipos de PrV. O genodtipo I é clivado em dois
fragmentos (100 e 217pb) pela enzima Btgl. O gendtipo II ndo ¢ clivado por Btgl.
Canaletas: A — Shope (controle positivo); B — Piau; C — 3303; D — 936, representando
gendtipo I; E — 3293; F — 3288; G — EVI192/03; H — 3319; 1 — 3338, representando
gendtipo II; J — Shope; K — 3293, clivados com Hphl, L — Controle negativo; M - Marcador
de tamanho molecular com intervalo de 100pb.

no maximo dois dias, bem inferior aos métodos descritos
anteriormente, que podiam levar até sete dias entre o
isolamento viral e a eletroforese (PTATTI et el., 2001;
SCHAEFFER etal., 2006). A enzima selecionada clivou
seletivamente o polimorfismo encontrado nas analises
de bioinformatica, permitindo diferenciar os genotipos
virais I e Il com precisao. A nested-PCR foi 100 vezes
mais sensivel do que uma PCR convencional descrita
na literatura (BASCUNANA et al. (1997).

A caracterizagdo genotipica do PrV por
analise de restricdo enzimatica foi utilizada por varios
autores em estudos epidemiolédgicos, sendo o método
baseado na restri¢ao do genoma completo do PrV com
BamHI, com variagdes no método de purificagdo do
DNA viral, o mais utilizado (CHRISTENSEN, 1987,
CHRISTENSEN, 1988; NISHIMORI et al., 1987,
YAMADA etal., 1992; CHRISTENSEN, 1995; PIATTI
etal.,2001; SILVA et al., 2005; SCHAEFER et al., 2006).
Isolados de campo foram identificados por esse mesmo
método como derivados de amostras vacinais na
Polonia e Hungria (CHRISTENSEN et al., 1992). Isolados
britanicos foram discriminados por amplificacdo de um
fragmento longo do gene da glicoproteina D e posterior
digestao por BamHI (BANKS, 1993). Em outro estudo,
um algoritmo quantitativo foi desenvolvido para

estimar a similaridade de isolados e amostras vacinais
a partir das bandas geradas no gel apos restricao
enzimatica do DNA viral (WEIGEL & SCHERBA, 1997).
Os métodos de sequenciamento, apesar de serem mais
acessiveis, possuem custo relativamente alto quando
comparado a digestdo enzimadtica, além de serem
tecnicamente mais elaborados. Além disso, no caso de
virus muito conservados, como os herpesvirus, podem
ndo oferecer mais do que dois grandes grupos em suas
arvores filogenéticas se as amostras forem muito
proximas (GOLDBERG et al., 2003). A combinacao da
nested-PCR com a restri¢8o enzimatica ¢ mais vantajosa
por ser mais rapida, apresentar menor custo, ser simples
e ainda poder ser utilizada em qualquer laboratério com
o minimo de equipamentos de biologia molecular.
Outras PCRs descritas na literatura, porém
ndo comparadas com as amostras deste trabalho, tém
relatos de sensibilid’ade por volta de 10" TCDI, mL"!
(LEE etal., 2007; PEREZ & ARCE, 2009), o que ¢ 100
vezes menos sensivel do que quando a reagdo €
realizada pela metodologia com a etapa de nested
padronizada neste trabalho. Além disso, outra nested-
PCR, também baseada em gE, obteve acuracia de apenas
57,5% em cérebros de suinos (YOON, 2005). Os
resultados de sensibilidade obtidos por esses autores

Ciéncia Rural, v.40, n.4, abr, 2010.
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sao diferentes quando comparados aos deste trabalho,
provavelmente em razdo da regido de amplificagao da
PCR, de reagentes utilizados ou do método de extragao,
caracteristicas que geralmente alteram o desempenho
daPCR (ESPY etal.,2000).

A nested-PCR descrita neste trabalho
demonstrou ser confidvel para o diagnostico da PR,
podendo ser utilizada como padrdo na deteccdo do
PrV. Atécnica também pode ser (itil como método auxiliar
em programas de erradicacdo como método
confirmatorio em casos de animais Unicos reativos, ou
seja, individuos que sejam positivos no método de
triagem (ELISA para glicoproteina B), porém negativos
no ELISA para diferenciagdo de animais vacinados
(BASCUNANA etal., 1997).

CONCLUSAO

O método usual de genotipagem do PrV
pode demorar até sete dias, ja que o isolamento viral &
necessario. Além da alta sensibilidade, detectando até
103 TCID “ mL"! de virus nas amostras clinicas, o teste
descrito foi relativamente mais rapido, com resultados
em dois dias. O desenvolvimento dessa metodologia
para diferenciacdo do PrV ¢ muito relevante para
estudos epidemiologicos, podendo desse modo
identificar os fluxos de infec¢cdo nos rebanhos
brasileiros, nos ultimos surtos relatados, bem como
estabelecer estratégias de prevenc¢do de novos focos
da doenga.
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