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O Virus da Leucose Bovina ou Bovine Leukemia Vi(B&V) pertencente a familia
Retroviridae e ao géneraDeltaretrovirus esta distribuido mundialmente e causa Leucose
Enzoodtica Bovina (LEB). Infecta bovinos, gerandordps econdmicas substanciais,
principalmente em bovinos de leite. Este virus piogenoma constituido por duas moléculas de
RNA fita simples de polaridade positiva, é envetlipa apresenta a enzima transcriptase reversa.
A LEB pode se apresentar, principalmente, de doiasds: pelo desenvolvimento de linfocitose
persistente (LP), em cerca de 30% dos animais tades, ou pelo desenvolvimento de
linfossarcomas, sendo essa forma presente em 2 @oS8%hfectados (LEUZZI JR. et al., 2001;
RAJAO, 2008).

A transmissao do virus ocorre principalmente pelasferéncia de linfécitos infectados.
Na forma vertical, mais expressivamente pela idgestle colostro e leite, e menos
significantemente por via uterina (cerca de 3 a RIACOBSEN et al., 1983); e de forma
horizontal sendo essa forma a responsavel pelarnpaide das infec¢des. A transmissao
horizontal pode ocorrer principalmente através aleogenia (vacinagdo, coleta de sangue,
palpacdo retal), contato direto e indireto entremais (secrecdes e excrecdes), e atraves de
vetores, destacando os tabanideos (MANET et é89)19

Para o diagnostico, os métodos sorolégicos saoidmyados 0s principais, pois sao
importantes para a identificacdo de bovinos inflmsacom o BLV independente da forma ou
intensidade de manifestacdo clinica, sendo ascegcmais utilizadas a Imunodifusdo em Agar
Gel (IDAG) e 0 ensaio imunoenzimatico.

O objetivo do presente trabalho consiste em desesvoum kit para ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para diagnéstico sorolégieorebanhos infectados pelo BLV.

As amostras de sangue utilizadas para extracadra® foram obtidas através de coleta a
vacuo da veia caudal ou jugular de bovinos leisett@ raca Holandesa, foram coletadas amostras
com e sem anticoagulante. As amostras com antita@guoram centrifugadas para obtencéo da
camada leucocitaria, esta foi aspirada e acondid@rem microtubos de 1,5 mL. Uma parte
destes foi utilizada para confirmacédo da presensavtus na amostra por teste de PCR e a outra
parte, para o isolamento viral em cultivo de c&uMDBK (Madin-Darby Bovine Kidney).
Quanto ao PCR, p0s terminada a extracdo do DNAimpfoatravés do Tri-Reagente, este foi
submetido a amplificacdo em termociclador Biocy®l&tJ96+(Biosystems) utilizando-se 0 mix
de reacdo composto de 20pL do PCR Master Mix® (QuatLtda., Porto Alegre, Brasil) e 1pL
de cadaprimer OBLV1A (5-CTTTGTGTGCCAAGTCTCCCAGATACA-3) e OBLV6A(5'-
CCAACATATAGCACAGTCTGGGAAGGC-3) e 3 pL da amostrersdo o volume final de
reacdo de 25 pL. As condicbes de reacéo foramnde aninutos a temperatura de 94°C, seguido
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de cinco ciclos a 94°C por 45 segundos, 60°C peefQndos e 72°C por 90 segundos, sendo em
seguida realizados mais 35 ciclos de 94°C por gbnsios, 59°C por 60 segundos e 72°C por 90
segundos. Por fim, um ciclo a 72 °C por sete mgwf@ofragmento amplificado foi de 440 pb do
geneenv referente a posicdo 5029 — 5468 do genoma virglkoQuto da amplificacao foi entéo
analisado por eletroforese em gel de agarose lidp@amdo em solucdo TAE 1X. Foi plotado
9uL de produto amplificado e 1pL de loading. Em usdgy realizou-se eletroforese por
aproximadamente 1 hora, a uma voltagem de 100uraaaamperagem de 400 mA. Apds esse
processo, o gel foi corado com GelRed® e realim@adeitura em transluminador. Para o
isolamento viral, as células MDBK eram mantidas garrafas de cultivo de 25 érem meio
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBB7°C e 5 % de C®em ar. Quando

as células atingiram confluéncia em torno de 70alicionaram-se os leucdcitos do animal
positivos para o BLV, mantendo contato durante urmoea em estufa, posteriormente, foi
removido o indculo e as células postas novamentewtivo com DMEM suplementado com
2% de SFB. Os cultivos foram observados diariameste microscépio invertido para
constatacdo do efeito citopatogenico viral (simiciApos algumas passagens, observou-se
contaminacdo bacteriana dessas amostras celulzye® medida de solugéo, coletou-se tecido
vivo de um bezerro possivelmente contaminado pov,Binde foi realizada tricotomia de uma
area de 1,0 cm? na orelha esquerda do bezerrtoeufai bloqueio periférico com lidocaina 2%
sem vasoconstrictor. Em seguida, foi coletado mdecom um alicate mossador. Este tecido foi
colocado em um meio com DMEM e uma concentracd0adeampicilina e gentamicina para ser
transportado para o laboratorio. Posteriormentefeito o processamento desse material em
meio estéril de modo que ficasse em pequenos fratgséexplantes) para o desprendimento das
células do animal. Estes fragmentos foram colocadodrés garrafas de cultivo de 25 cm? em
meio DMEM suplementado com 10% de SFB, a 37 °@ede CQ em ar. Quando essas células
formaram um tapete celular no fundo da garrafasé@@cionada uma das garrafas e foi coletado o
material genético. Doravante seriam realizadosestes de PCR para certificar a presenca do
virus nas células, porém o projeto foi interrompi@wido a pandemia.

Apés a obtencao do virus, placas de 96 pocos semsibilizadas com a amostra viral,
titulada e diluida. Sera realizado o bloqueio dacglcom albumina sérica bovina evitando
ligagbes inespecificas e o0s antigenos adsorvidd® destados utilizando soro de animais
previamente testados positivos e negativos paralL¥d, B também positivos para outras
enfermidades virais relevantes. Como anticorpo remio para o teste de ELISA, serdo
utilizados anticorpos comerciais anti-lgG bovirgatios a enzima peroxidase. Para validacdo do
teste sera utilizado o kit ELISA CHEKIT-Leucosetsarproduzido pelo laboratério IDEXX
além de que seréo estipulados sensibilidade, émaie, valor preditivo positivo e negativo.
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