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O GENE gD DE AMOSTRAS DO VIRUS DA DOENCA DE AUJESZKY
ISOLADAS NAS REGIOES SUL E SUDESTE DO BRASIL

R.M. Piatti', A.A. Ikuno', E.M.S. Cunha', R.M.F. Dambrds?,
R.M.Soares?, L.J. Richtzenhain®

'Centro de Sanidade Animal, Instituto Biolégico, Av. Conselheiro Rodrigues Alves, 1252, CEP 04014-002,
Sao Paulo, SP, Brasil. E- mail: piatti@biolégico.br

RESUMO

Uma reacdo pela polimerase em cadeia (PCR), baseada no gene que codifica a glicoproteina gD do virus
da doenca de Aujeszky (VDA), foi avaliada para o diagnéstico direto do VDA. A aplicacdo da reacdo em
um painel de 30 amostras do VDA isoladas no periodo de 1982 a 1996 nas regides Sul e Sudeste do Brasil,
revelou que um fragmento de DNA de 217 pares de bases foi amplificado a partir do genoma de todas as
amostras virais. A especificidade do produto amplificado foi verificada pela andlise do seu perfil de restri-
cao com a endonuclease Sal 1.

PALAVRAS-CHAVE: Virus da doenca de Aujeszky, diagnéstico direto, reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR), glicoproteina gD.

ABSTRACT

EVALUATION OF THE POLIMERASE CHAIR REACTION (PCR) DIRECTED TO THE GENE gD
OF SAMPLES OF AUJESZKY'S DISEASE VIRUS ISOLATED IN REGIONS OF BRAZIL SOUTH AND
SOUTHEAST. A polymerase chain reaction (PCR) assay, based on the gene that encodes gD glycoprotein
of Aujesky’s disease virus (ADV), was evaluated for the direct diagnosis of ADV. When applied to a panel
of 30 ADV strains isolated in the South and Southeast of Brazil from 1982 to 1996, the reaction was able to
amplify a217 bp DNA fragment from all ADV strains studied. The specificity of PCR product was confirmed
by its restriction endonuclease pattern with Sal I.

KEY WORD: Aujeszky, virus, direct diagnosis, polimerase chain reaction (PCR), gD glycoprotein.

INTRODUCAO inimeras espécies de mamiferos, determinando ele-
vada letalidade (Wittmann & Rziha, 1989).
O virus da doenca de Aujeszky (VDA), ou Na espécie suina, considerada hospedeiro na-

Herpesvirus suino-1, pertence a familia Herpesviridae,  tural e principal reservatério do virus, a letalidade
Subfamilia Alphaherpesvirinae e ao género da doenca de Aujeszky (DA) é dependente da
Varicellovirus (Murphy et al.,1995). O VDA infecta  faixa etdria dos animais acometidos. A DA em
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animais jovens caracteriza-se por sintomatologia
nervosa e elevada letalidade, ao passo que em ani-
mais adultos estd associada a problemas respira-
torios e reprodutivos (Akkermans,1976; Wittmann
& Rziha, 1989).

A semelhanca de outros herpesvirus, apés uma
infec¢@o primdria o genoma do VDA persiste de for-
ma latente no tecido nervoso do hospedeiro, inde-
pendentemente do grau de imunidade do animal.
Apds uma imunossupressdo, o virus pode ser
reativado e infectar animais suscetiveis (Klein,1982;
Rziha et al., 1986, Roizmann & Sears,1991).

A DA encontra-se presente em praticamente to-
dos os paises com suinocultura industrial e € consi-
derada uma das principais patologias infecciosas do
suino devido aos elevados prejuizos econdmicos que
acarreta (Eloit er al.,1988; Wittmann & Rziha, 1989).

O diagnéstico laboratorial direto da infec¢do pelo
VDA tem sido feito pelo seu isolamento em cultivo
de células sensiveis (McFerran et al.,1972), ou pela
deteccao dos antigenos virais em tecidos pelo teste
de imunofluorescéncia (Sabd & Rajcani, 1970). A
introducd@o de técnicas de hibridiza¢do permitiu a
detec¢ao do genoma do VDA em células hospedei-
ras infectadas de forma ativa ou latente (Lokensgard
et al., 1990).

Mais recentemente, a reagao de PCR (Saiki et
al.,1985; Saiki et al., 1988) tem sido aplicada como
um método direto sensivel, rapido e alternativo na
deteccao de infecgdes virais, pois permite detectar
pequenas concentracoes de DNA viral (Gingeras et
al., 1990). Virios protocolos de PCR tém sido des-
critos para detectar seqiiéncias especificas de DNA
do VDA (Belak et al. 1989, Jestin et al.,1990; Maes
et al., 1990, Hasebe er al., 1993).

Objetivando detectar infeccdes latentes do VDA em
suinos experimentalmente infectados, Galeota-Wheeler
& Osorio (1991) desenvolveram uma reagao de PCR
baseada em uma seqiiéncia conservada do gene que
codifica a glicoproteina essencial gD do VDA. A
especificidade do fragmento amplificado de DNA, de
217 pares de bases, foi comprovada pela pesquisa de
um sitio de restricio de Sal 1.

Harding et al. (1997) avaliaram a reacdo de PCR
desenvolvida por Galeota-Wheeler & Osorio (1991)
no diagnéstico direto do VDA. Utilizando um painel
de 9 amostras do VDA e 13 amostras de herpesvirus
relacionados, estes autores verificaram que a reagdo

de PCR detectou todas as amostras de VDA estu-
dadas, ndo detectando os outros herpesvirus relacio-
nados. Embora tenha sido confirmada no fragmento
amplificado a presenca do sitio de restricdo para a
endonuclease Sal I, estes autores puderam constatar
variabilidade nos sitios de restri¢do de Avall e
Sau96l.

Considerando a existéncia de variabilidade no
fragmento de DNA amplificado pela reacdo de PCR
desenvolvida por Galeota-Wheeler & Osorio (1991),
o objetivo do presente trabalho foi avaliar esta rea-
¢do no diagnéstico direto de 30 amostras do VDA
isoladas nas regides Sul e Sudeste do Brasil no peri-
odo de 1982 a 1996.

MATERIAL E METODOS

Amostras do VDA

Foram utilizadas 30 amostras do VDA de Sdo Pau-
lo, Parand e Santa Catarina. Todas as amostras foram
isoladas a partir de tecido cerebral, sendo que 27 foram
de origem suina, 1 de origem bovina, 1 de origem cani-
nae 1 de origem felina. As diferentes amostras foram
isoladas no periodo de 1982 a 1996. A amostra Bartha
do VDA gentilmente cedida pelos Laboratérios Solvay,
foi empregada como amostra padrao do virus.

Cultivo das amostras do VDA

As amostras do VDA foram isoladas em células da
linhagem PK-15. Os virus foram inoculados em garra-
fas rolantes, com uma drea de 1.500 cm?, contendo
3x10” células em meio minimo essencial (MEM) acres-
cido de 10% de soro fetal bovino. Quando as células
estavam confluentes, o0 meio MEM foi retirado e as
células foram infectadas com a suspensao viral. Apés
1 hora de adsor¢ao foram adicionados 80 mL de meio
MEM e as garrafas foram incubadas a 37°C, em apare-
lho roller. Apés 24 horas de incubacdo, quando as cé-
lulas apresentavam 80% de efeito citopatico, a suspen-
sdo viral foi colhida e congelada em freezer a -70°C.

Cilculo do titulo infeccioso em cultura de células
O titulo infeccioso do virus foi determinado em
microplacas, utilizando-se células PK-15 na concen-
tracdo de 3x10° células/cavidade. Foram inoculados
em triplicata 100uL da suspensio viral nas dilui¢des
de 10" a 10” e incubadas por 48 horas a 37°C. A
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dose infectante cultura de tecidos (DICT 50) foi es-
timada pelo metodo do Reed & Muench (1938).

Identificacdo sorolégica das amostras virais pela

reacao de soroneutralizacdo

A reagdo de soroneutralizagdo (SN) foi reali-
zada em microplacas, utilizando-se antisoro
policlonal de suino especifico para o VDA. Como
controle negativo utilizou-se soro normal de sui-
no. A um volume de 50uL de dilui¢des seriadas
do soro foram adicionados S0uL de cada uma das
amostras isoladas do virus de Aujeszky contendo
100 DICT_. A mistura foi incubada por 1 hora a
37°C em estufa de CO, a 5%. A seguir foram adi-
cionados 100uL de uma suspensao de 3x10° célu-
las PK-15, e a preparac@o foi incubada por 48
horas a 37°C. Os titulos dos virus foram avaliados
pelo método de Reed & Muench (1938).

Purificacdo do virus

As suspensdes virais foram descongeladas e o
sobrenadante centrifugado a 16.000 x g por 10 mi-
nutos e novamente centrifugado por 1 hora a
100.000 x g a 4°C, sob um colchdo de 3 mL de
sacarose 40% em PBS pH 7.2, em rotor Beckman
60 Ti.

Extracdo do DNA gendmico

O sedimento resultante da purificacido do
virus foi ressuspenso em ImL de tampdo TNE
(Tris 0,01M, EDTA 0,001M, NaCl1 0,1M), pH 8,0
contendo 0,5% de SDS e 0,2mg de proteinase K/
mL e incubado em banho maria por | hora a
56°C. A suspensio foram acrescentados S00uL
de fenol e, apds agitagdo, a mistura foi
centrifugada a 12.000 x g por 3 min. Da fase
aquosa foram colhidos 300uL aos quais foram
adicionados 100uL de uma solucdo de fenol/clo-
roférmio/dlcool isoamilico (25:24:1) e, apds agi-
tacdo, a mistura foi centrifugada a 12.000 x g
por 3 min. A seguir, 100uL da fase aquosa foram
precipitados com 10uL de acetato de sédio 3M e
50uL de etanol absoluto a — 20°C por 12 h. Apds
centrifugacdo a 12.000 x g por 30 min. a 4°C, o
sedimento foi seco por 15 min. em roto-
evaporador, ressuspenso em S0uL de tampdo TE
(Tris 0,01M, EDTA 0,001M) pH 8.0 e estocado a
-20°C.

PCR

A reacio de PCR foi realizada em um volume de
100uL, contendo 10 mM de Tris HCI pH9.0; 1,5mM de
MgCl, 50mM de KCl, 2001M de cada nucleotideo, 10uL
do DNA extraido; 2,5U da enzima Tag DNA polimerase
e 50 pmol de cada um dos primers sense e anti sense
descritos por Galeota-Wheeler & Osorio (1991), respec-
tivamente: 5’CACGGAGGACGAGCTGGGGCT3’
e S’GTCCACGCCCCGCTTGAAGCT3’. Asamos-
tras foram inicialmente desnaturadas a 94°C por 5
minutos. A reacdo de amplificacdo foi feita por 40
ciclos repetitivos de desnaturag@o (94°C por 1 min),
anelamento (65°C por 2 min) e extensdo (72°C por 2
min), com uma extensao final de 10 min a 72°C para
complementacao da reagao.

Sobrenadantes de células PK-15 nao infectadas e
a mistura dos reagentes sem o DNA serviram como
controles negativo da reagio.

A detec¢@o do produto amplificado foi realizada
por eletroforese em gel de agarose a 2%, utilizando
uma diferenca de potencial de 100 volts por 1 hora.
O gel foi corado com brometo de etidio, visualizado
em transiluminador U.V. e fotografado em camara
digital (Kodak Digital Science DC-40 Camera).

Especificidade do produto de PCR

A especificidade do DNA amplificado foi verifica-
da pela pesquisa de um sitio de restri¢do para a
endonuclease Sal 1. Para tanto, o fragmento amplifica-
do foi digerido com a endonuclease Sa/l, seguindo as
instrugdes do fabricante (Gibco BRL - EUA). A reve-
lagdo dos fragmentos de restricdo foi feita em

eletroforese em gel de agarose, como descrito acima.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da identificacdo soroldgica das amos-
tras de campo do VDA utilizadas neste estudo, pela
prova de SN, estdo apresentados na Tabela 1. Os titu-
los de SN observados com soro padrdo especifico
variaram de 32 a 128, sendo portanto considerados al-
tamente especificos (Bitsch & Eskildsen, 1976;
Wittmann & Rziha, 1989).

A reagao de PCR, baseada em uma sequéncia
conservada do gene que codifica a glicoproteina es-
sencial gD do VDA (Galeota-Wheeler & Osorio,
1991), foi capaz de amplificar um fragmento especi-
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Fig. 1 - Deteccao por eletroforese em gel de agarose do
fragmento de 217 pb amplificado pela rea¢do de PCR
a partir das 30 amostras do VDA estudadas. M =
marcador de peso molecular (DNA do fago x 174 di-
gerido com Haelll - Pharmacia); P = amostra de VDA
padrao (Bartha); 1 a 30 = amostras do VDA.

<= 140 pb
77 pb

Fig. 2 - Detecgdo por eletroforese em gel de agarose
dos fragmentos obtidos pela restricdio do produto
amplificado pela reagdo de PCR com a enzima Sall.
M = marcador de peso molecular (100 bp ladder —
Pharmacia Biotech); 1 = fragmento integro; 2 = frag-
mentos resultantes da digestdo com Sal 1.

Tabela 1 - Resultados da soroneutraliza¢@o das amostras do VDA
estudadas.

Amostra/  Animal Municipio Titulo Titulo SN
Ano/ Origem infectante com soro
Origem DICTS50/ML  padrio
1/82/SP  suino Artur Nogueira 107! 64
2/82/SC  suino Concérdia 1073 128
3/83/SC  suino Ipumirim 1002 32
4/85/SP  gato Sapopemba 1062 128
5/86/SP  suino Braganca Paulista 1072 64
6/88/PR  bovino  Curitiba 1068 64
7/90/PR  cido Curitiba 1087 32
8/90/SP  suino C. Limpo Paulista 100% 128
9/90/SP  suino Séao Paulo 1073 128
10/91/SP  suino Floreal 1062 64
11/91/SP  suino Paranapanema 107¢ 128
12/91/SC  suino Faxinal do Guedes 1067 64
13/92/SP  suino Cerqueira César 10%3 128
14/92/SP  suino Franca 1064 128
15/92/SC  suino Seara 1002 32
16/92/SC  suino Seara 1063 32
17/93/SC  suino Rio do Sul 1008 32
18/93/SC  suino Xavantina 1073 64
19/93/SC  suino Xavantina 1062 64
20/93/SC  suino Agrolandia 107! 128
21/94/SC  suino Chapeco6 1040 64
22/94/SC  suino Xavantina 1003 32
23/94/SC  suino Rio do Sul 1072 64
24/94/SC  suino Faxinal do Guedes 1067 32
25/95/SC  suino Xavantina 1004 128
26/95/SC  suino Xavantina 1062 64
27/95/SC  suino Xanxeré 1070 128
28/96/SC  suino Rio do Sul 1063 128
29/96/SC  suino Itajai 1072 64
30/96/SC  suino Seara 1073 64

fico de 217 pares de bases em todas as 30 amostras
de campo do VDA estudadas e na amostra padiao
Bartha (Fig.1). Nao foram observadas amplificacoes
em todos os controles da reacao.

A especificidade de todos os produtos de PCR
foi confirmada pela andlise do perfil de restricdo com
aendonuclease Sal I, revelando 2 fragmentos, um de
140 e outro de 77 pares de bases (Galeota-Wheeler
& Osorio, 1991). O perfil tipico encontra-se na Figu-
ra 2.

Os resultados do presente estudo corroboram
aqueles obtidos por Harding et al., (1997), os quais
também observaram a aplicabilidade da reagdo de
PCR descrito por Galeota-Wheeler & Osorio (1991)
na deteccdo de 9 diferentes amostras de campo do
VDA.

Embora Harding et al. (1997) tenham demons-
trado variabilidade no fragmento amplificado, atra-
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vés da pesquisa de sitios de restricao para Sau96l e
Avall, as 30 amostras de campo do VDA utilizadas
neste estudo e a amostra padrao Bartha foram detec-
tadas pela reacdo de PCR empregada.

CONCLUSAO

A reacio de PCR proposta por Galeota-Wheeler
& Osorio (1991) demonstrou sua aplicabilidade no
diagndstico direto do VDA, visto ter sido capaz de
detectar as 30 amostras do VDA isoladas nas regi-
oes Sul e Sudeste do Brasil no periodo de 1982 a
1996.
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