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ABSTRACT. Martins G.R., Teixeira M.E.S., Barroso 1.C. Souza K.C., Marinho
R.C. & Bezerra Junior R.Q. [Detection of Maedi visna virus, by Nested-PCR,
in bronchoalveolar lavage of sheep lungs from slaughterhouse in the Metro-
politan region of Fortaleza.] Deteccdo do virus Maedi-visna, por Nested-PCR,
no lavado bronco-alveolar de pulmdes ovinos provenientes de abatedouro
da regido metropolitana de Fortaleza. Revista Brasileira de Medicina Veterini-
ria, 36(3):312-316, 2014. Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Veterindrias,
Universidade Estadual do Ceard, Av. Dr. Silas Munguba, 1700, Fortaleza, CE
60714-502, Brasil. E-mail: mfteixeira@hotmail.com

Maedi-Visna is a disease multisystemic character caused by Maedi Visna Vi-
rus, a lentivirus belonging to the Retroviridae family, that preferentially infects
cells of the mononuclear phagocyte system. The infected animal may show
lesions in the lungs, joints, brain and mammary glands, singly or not, but usu-
ally the animal doesn’t shows symptoms, and should be resorted to laboratory
tests for diagnosis. Seeking to demonstrate the presence of this virus in herds
in this region, the aim of this study was to detect the presence of the Maedi-
-Visna Virus in bronchoalveolar lavage of sheep lungs from slaughterhouse in
the Metropolitan Region of Fortaleza. For this purpose, samples of sheep lungs
were collected from slaughterhouse in the region, did bronchoalveolar lavage
and cultivation of the cells obtained. These samples were subjected to DNA ex-
traction and amplification by Nested-PCR. The presence of proviral DNA was
confirmed in six of the 58 samples analyzed, demonstrating the presence of this
infection in properties in the Metropolitan Region of Fortaleza.
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RESUMO. Maedi-Visna é uma doenca de carater
multissistémico causada pelo virus Maedi-Visna,
um lentivirus pertencente a familia Retroviridae,
que infecta preferencialmente as células do sistema
fagocitico mononuclear. O animal infectado pode
apresentar lesdes nos pulmoes, articulacodes, glan-
dulas mamarias e cérebro, isoladamente ou nao;

porém, normalmente, o animal se apresenta assin-
tomatico, devendo-se recorrer a testes laboratoriais
para seu diagndstico. Buscando-se demonstrar a
presenca desse virus nos rebanhos dessa regido,
o objetivo desse trabalho foi detectar a presenca
do virus Maedi-Visna no lavado bronco-alveolar
de pulmdes ovinos provenientes de abatedouro

*Recebido em 19 de outubro de 2012.
Aceito para publicacao em 30 de Janeiro de 2014.

1 Médico-veterinario, Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade Estadual do Ceard (UECE), Av. Dr. Silas Mungu-
ba, 1700, Fortaleza, CE 60714-502, Brasil. E-mails: rmgabrielle@hotmail.com; igorcbarroso@yahoo.com.br; beca.marinho@hotmail.com - bolsistas

CAPES e FUNCAP.

2 Médico-veterinario, DSc. Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, UECE, Av. Dr. Silas Munguba, 1700, Fortaleza, CE 60714-502.
*Autora para correspondéncia, E-mail: mfteixeira@hotmail.com - bolsista CNPq.
3Zootecnista, Programa de Pds-graduagdo em Ciéncias Veterindrias, UECE, Av. Dr. Silas Munguba, 1700, Fortaleza, CE 60714-502. E-mail:

kelma_zoo@hotmail.com - bolsista FUNCAP.

‘Médico-veterinario, Programa de Pés-graduacao em Ciéncias Veterinarias, UECE, Av. Dr. Silas Munguba, 1700, Fortaleza, CE 60714-502. E-

-mail: junior_medvet2009@hotmail.com - bolsista CAPES.

312

Rev. Bras. Med. Vet., 36(3):312-316, jul /set 2014



Deteccdo do virus Maedi-visna, por Nested-PCR, no lavado bronco-alveolar de pulmdes ovinos provenientes de abatedouro

da Regiao Metropolitana de Fortaleza. Para tanto,
foram coletadas amostras de pulmdes ovinos em
abatedouro da regido, realizado lavado bronco-al-
veolar e posterior cultivo das células obtidas. Essas
amostras foram submetidas a extracio de DNA e
amplificacdao por Nested-PCR. A presenca do DNA
pro-viral foi confirmada em seis amostras das 58
analisadas, demonstrando a presenca dessa infec-
¢do em propriedades da Regido Metropolitana de
Fortaleza.

PALAVRAS-CHAVE. Maedi-Visna, pulmao, PCR.

INTRODUCAO

Maedi-Visna (MV) é uma doenga que acomete
ovinos, caracterizada por infecgdo lenta e progres-
siva, causada pelo virus Maedi-Visna (MVV), um
virus ndo oncogénico pertencente a familia Retro-
viridae e ao género Lentivirus (Pasick 1998). Essa
denominagdo originou-se na Islandia, e refere-se
a dispnéia associada a pneumonia intersticial pro-
gressiva (Maedi) e a “desorientacdo” (Visna) devi-
do a meningoencefalite (Sigurdsson 1954, Gudna-
dottir 1974, Dawson, 1980).

Podem ocorrer quatro formas clinicas da doen-
ca: respiratdria, nervosa, articular e mamaria, asso-
ciadas ou nao (Callado et al. 2001, Moojen 2001).
Maedi é a manifestacdo clinica mais comum da
infeccdo, o animal apresenta perda de condigdo
corporal, taquipnéia, dispnéia e emaciagao. Outros
sintomas como febre, tosse e corrimento nasal es-
tdo associados a uma infec¢do bacteriana secunda-
ria (Christodoulopoulos 2006).

Devido ao carater cronico dessa enfermidade,
sdo necessdrios testes laboratoriais para um diag-
nostico preciso. Podem-se utilizar testes diretos
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
imunohistoquimica ou isolamento em cultivo ce-
lular, ou indiretos, com base na presenca de an-
ticorpos, como imunodifusdao em gel de agarose
(IDGA), imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) (Demartini et al. 1999,
Dantas et al. 2005).

A PCR possui alta sensibilidade e especificida-
de, sendo indicada para o diagnoéstico em animais
de alto valor zootécnico e para aqueles que o resul-
tado de outros testes nao tenham sido conclusivos
(Moojen 2001). Varios trabalhos tém demonstrado
o sucesso do uso dessa técnica na deteccao do DNA
pro-viral em fluidos e tecidos de um animal infec-
tado, como em sangue, leite, sémen, pulmdes, SNC,
ubere, articulages, rins e outros tecidos (Rimstad
et al. 1993, Barlough et al. 1994, Wagter et al. 1998,
Extramiana et al. 2002, Capucchio et al. 2003, Pre-

ziuso et al. 2003, Angelopoulou et al. 2006, Brellou
et al. 2007).

O objetivo deste trabalho foi detectar a presen-
¢a do virus Maedi-Visna em amostras de lavado
bronco-alveolar de pulmdes ovinos naturalmente
infectados, através da técnica de Nested-PCR.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

Fortaleza é a capital do Estado do Ceara, estando
localizada no litoral atlantico, altitude média de 21 m,
latitude 3° 43’ 02” e longitude 38° 32’ 35", com area abso-
luta de 314,14km2. E a capital de maior densidade demo-
gréfica do pais, com 8.001hab./km?, sendo o municipio
mais populoso do Cearé. Seu clima é subtropical quente
e umido, com pluviosidade de 1.338mm, temperatura
média de 26 a 28°C, sendo o periodo chuvoso compre-
endido nos meses de janeiro a maio (IPECE 2011).

Amostras

Foram coletadas aleatoriamente 58 amostras de pul-
moes de ovinos em abatedouro, localizado na Regiao
Metropolitana de Fortaleza. Os pulmodes foram coleta-
dos, apds o abate, de forma asséptica, efetuando-se a
oclusdo da traqueia com barbante, os espécimes foram
armazenados individualmente, e conservados em caixas
térmicas durante o transporte ao Laboratério de Virolo-
gia da UECE (LABOVIR) para processamento e analises.

Lavado bronco-alveolar

Os pulmoes foram submetidos a trés processos de
lavagem externas visando sua higienizacao utilizou-se
dgua corrente, hipoclorito de sédio a 2% e agua desti-
lada. Inicialmente, foram observadas as caracteristicas
macroscopicas pulmonares como consisténcia, colora-
¢do, peso, tamanho e outras alteragdes patologicas vi-
sando correlacionar com as alteracdes encontradas em
pulmdes de ovinos com Maedi-Visna.

O lavado bronco-alveolar foi realizado utilizando-se
250mL de solugao fisiolégica estéril (solucdo de clore-
to de sédio 0,9%), por via intra-traqueal, realizando-se
massagens em todos os lobos para possibilitar a eficiente
penetracao da solugdo. Apods este processo o lavado foi
coletado em tubo Falcon® de 15mL estéril.

A amostra obtida foi filtrada em gaze estéril e sub-
metida a centrifugacdo a 1500g durante dez minutos.
Apos essa primeira centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e as células sedimentadas no fundo do tubo
foram transferidas para um novo tubo Falcon® de 15 mL
(Adaptado de Lujan et al. 1993). As amostras que apre-
sentaram grande quantidade de hemacias foram sub-
metidas a uma segunda centrifugacdo utilizando agua
destilada, visando a lise dessas hemaécias e obtengao so-
mente das células de interesse.

Inicialmente foi realizada a contagem de células via-
veis, as transparentes e com membrana bem delimitada,
utilizando-se o corante Azul de Tripan, em cdmaras de
Neubauer. A contagem total foi expressa pela média da
contagem dos quatro quadrantes maiores da cdmara de
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Neubauer multiplicado pela diluigdo (Adaptado de Lu-
jan et al. 1993). A analise dos dados referentes a conta-
gem de células do lavado bronco-alveolar foram realiza-
das no programa Excel (Microsoft Office), utilizando-se
o teste t-student para comparacao das médias.

Ap6s verificacdo da viabilidade celular nas amostras,
as células foram ressuspendidas em meio essencial mi-
nimo (MEM) acrescido de antibacteriano 1% (peninili-
na-estreptmicina), antiftngico 0,5% (anfotericina B) e
soro fetal bovino 10%, sendo distribuidas em placas de
24 pocos, e incubadas a uma temperatura de 37°C com
atmosfera de 5% CO,. Foram observadas diariamente
durante um periodo de sete dias, apds o qual foram con-
geladas a -20°C e descongeladas a 30°C, sendo esse pro-
cedimento repetido por trés vezes. O material coletado
foi armazenado em eppendorffs® de 2 mL e conservados
a -20° C até subsequente uso.

PCR

O sobrenadante celular obtido e conservado a -20°C
foi descongelado e utilizado para a etapa de extracao do
DNA pro-viral. Uma aliquota de um mL desse material,
foi centrifugado 2000g por 5 minutos, e o pellet obtido
ressuspenso em 500 pL de PBS e centrifugado a 2000 g
por 5 minutos. Apds essa lavagem, um mL de tampao
hipertonico foi acrescido ao pellet obtido por dois minu-
tos a temperatura ambiente seguido por centrifugacao a
1500g por 10 minutos. O DNA celular foi extraido utili-
zando-se 125uL de tampdo de PCR, sendo o material in-
cubado a 56°C por 60 minutos com 2,5uL de proteinase K
em banho-maria. A proteinase K foi desnaturada a 95°C
por 10 minutos. O DNA extraido foi estocado inicialmen-
te a 4°C durante 24 horas, e posteriormente armazenado
a -20°C até sua utilizagdo (Adaptado de Castro 1998).

Para deteccao do DNA proé-viral foi realizada a
Nested-PCR utilizando primers para a regido gag, sen-
do realizada em duas etapas de amplificagdo. Os
primers utilizados para amplificar esse gene foram
desenhados e confeccionados de acordo com Salta-
relli et al. 1990. Os primers externos GEX5 (5-CAAG-
CAGCAGGAGGGAGAAGCTG-3) e GEX3 (5-TCC-
TACCCCCATAATTTGATCCAC-3") foram utilizados
na primeira amplificacdo, e os primers internos GIN5
(5'-GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG-3) e
GIN3 (5-ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC-3)
foram utilizados na segunda amplificagdo.

A amplificacdo foi realizada utilizando-se o termoci-
clador (Biocycler®) sob as seguintes condigdes: desnatu-
ragdo inicial a 94°C por cinco minutos, seguido de desna-
turacdo a 94°C por um minuto, anelamento dos primers
a 56°C por um minuto e extensdo do DNA a 72°C por 45
segundos com extensao final a 72°C por sete minutos. O
primeiro e segundo round da PCR foram realizados em
35 ciclos sob as mesmas condigdes anteriores.

Para cada amplificagdo, um controle positivo e um
controle negativo de MVV-K1514 foram utilizados em
paralelo com as amostras. Apés a amplificacao os pro-
dutos de PCR foram separados por eletroforese em gel
de agarose a 1% corado com brometo de etidio em tam-
pao TBE.

Esse experimento foi submetido e aprovado pelo Co-
mité de Etica para o Uso de Animais, da Universidade
Estadual do Ceard, sob o nimero de protocolo 11224777-
6/57.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Contagem de células somaticas e viabilidade ce-
lular

Ap06s separacgao das células do lavado bronco-al-
veolar, foi verificada a quantidade e a viabilidade
das células obtidas. As amostras onde foi detectada
a presenca do MVV apresentaram um pequeno au-
mento na quantidade de células, com média de 2,98
x 107, enquanto que as amostras negativas apresen-
taram média de 2,40x10”. Porém, quando compara-
das estatisticamente, através do teste de t-student,
utilizando-se o programa Excel (Microsof Office),
observou-se que esse resultado nao foi significati-
vamente diferente. Esse achado corrobora com o
de Lujan et al. (1993), que também encontrou um
leve aumento na celularidade do lavado bronco-
-alveolar de animais soropositivos, porém nao era
uma diferenca significativa. Em uma analise mais
detalhada, os mesmos autores, verificaram que os
linfocitos e neutréfilos encontravam-se aumenta-
dos, enquanto que os macréfagos apresentavam-se
em menor nimero, nos lavados dos animais infec-
tados.

Concordando também com esse achado, Kat-
soulos et al. (2009), analisando o lavado bronco-al-
veolar de animais infectados pelo MVV, verificou
que a porcentagem de macréfagos era significati-
vamente menor, e a de linfécitos significativamente
maior, quando comparados com o lavado de ani-
mais sadios.

Detecciao do MVV no lavado bronco-alveolar

Um diagnoéstico definitivo dessa doenca deve
associar a sintomatologia, o histérico clinico, acha-
dos macroscépicos e microscopicos caracteristicos,
a testes moleculares e sorolégicos que comprovem
a presenca do virus ou de anticorpos contra o mes-
mo (Christodoulopoulos 2006).

Estudos realizados tem demonstrado a presenca
doMVV em varios 6rgaos como pulmdes, SNC, tbe-
re, articulagdes, rins, figado, coracdo, baco, medula
6ssea, e na membrana nictitante (Capucchio et al.
2003, Preziuso et al. 2003, Angelopoulou et al. 2006,
Brellou et al. 2007), e em diferentes tipos de células
como mondcitos, macrofagos, fibroblastos, células
dendriticas, epiteliais, endoteliais e adipdcitos (Ca-
rozza et al. 2003, Brellou et al. 2007). Corroborando
com esses resultados, a presenca do DNA proé-viral
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foi confirmada, através da técnica de Nested-PCR,
em seis amostras de lavado bronco-alveolar das 58
analisadas neste trabalho, o que representa 10,34 %
de positividade (Figura 1), e demonstra a presenca
dessa infeccdo em propriedades da Regido Metro-
politana de Fortaleza. Justificando, assim, a neces-
sidade de implementacdo de medidas de controle
adequadas, visando obter uma melhor produtivi-
dade e condicao sanitédria desses animais.

Na figura 1 observamos duas amostras positivas
isoladas de material procedente do lavado bronco-
-alveolar de pulmdes ovinos provenientes de abate-
douro da regido metropolitana de Fortaleza, o que
confirma a existéncia da virose no rebanho cearen-
se, demonstrando a necessidade de implementagao
de medidas de controle eficazes visando impedir a
disseminac¢do da mesma.

A persisténcia do virus Maedi-Visna dentro das
células do sistema fagocitico mononuclear como

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 1. Deteccao do DNA proé-viral do MVV nas amostras de
lavado bronco-alveolar. Linha 1 corresponde ao marcador
molecular 100pb, linha 2 controle negativo, linha 10 ao con-
trole positivo, linha 4 e 9 as amostras positivas.

alvo primaério e expressdo viral somente ativada
apo6s a diferenciacdo do mondcito a macrofago fa-
vorece a presenga do virus dentro dessas células
em estado latente por um periodo indeterminado
(Christodoulopoulos 2006). Dessa forma, nesse ex-
perimento apds obtencdo dos leucdcitos através
do lavado bronco-alveolar, e posterior cultivo, foi
possivel detectar a presenca do material genético
do virus utilizando a amplificacdo da regido cor-
respondente ao gene gag, um amplicon de 190 pb,
compativel com o de Maedi-Visna.

Analise macroscopicas dos pulmées

Macroscopicamente, os pulmodes do presente
estudo em que o MVYV foi detectado, apresenta-
ram-se duas a trés vezes mais pesados que pul-
moes sadios, com coloracdo variando de rosa a es-
branquicado. Quanto a consisténcia, os pulmdes
com lesdes mais extensas apresentaram aspecto
borrachoso, e 0s com poucas lesdes, apresentaram
aspecto esponjoso, similar ao aspecto de um pul-
mao sadio. As principais lesdes encontradas fo-
ram focos hemorrégicos, aspecto hepatizado, are-
as de enfisema, e bordas esbranquicadas (Figura
2), alteragdes compativeis com as lesdes causadas
por esse virus, e que corroboram com os achados
de Azizi et al. (2012), que analisou 50 pulmdes co-
letados em abatedouro, e observou que os 6rgaos
infectados apresentavam consisténcia borrachosa
e firme, coloracdo variando de rosa a branco, duas
a trés vezes mais pesados, lesdes nos lobos dia-
fragmaticos, aumento dos linfonodos associados,
e lesdes esbranquicados com didmetro variando
de 1-2 mm.

Figura 2. Aparéncia macroscépica dos pulmoes ovinos infectados pelo MVV. Pulmao 23 apre-
sentando coloracao esbranquicada, aumento de tamanho, pontos hemorragico e bordas es-
branquigadas. Pulmao 36 com colorac¢do rosa, dreas de enfisema, pontos hemorragicos e
bordas esbranquigadas.
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CONCLUSAO

Amostras do lavado bronco-alveolar de ovinos
naturalmente infectados foram positivos para Nes-
ted-PCR de lentivirus de pequenos ruminantes,
apresentando amplicon de aproximadamente 190
pares de base e lesdes macroscépicas compativeis
com as causadas por esse virus.
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