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“Depois de algum tempo vocé aprende que o sol queima se ficar exposto por
muito tempo. E aprende que nao importa o quanto vocé se importe, algumas
pessoas simplesmente ndo se importam. Aprende que as circunstancias e os
ambientes tém influéncia sobre nds, mas nds somos responsaveis por nés
mesmos. Comega a aprender que ndo se deve comparar com 0S outros, mas com
o melhor que pode ser. Aprende que ndo importa aonde ja chegou, mas onde esta
indo, e se vocé ndo sabe para onde esta indo, qualquer lugar serve. Aprende que
maturidade tem mais a ver com os tipos de experiéncia que se teve e 0 que vocé
aprendeu com elas, do que com quantos aniversarios vocé celebrou. Aprende que
ha mais dos seus pais em vocé do que vocé supunha. Aprende que nem sempre é
suficiente ser perdoado por alguém, algumas vezes vocé tem que aprender a
perdoar a si mesmo. Aprende que com a mesma severidade com que julga, vocé
sera em algum momento condenado. Aprende que o tempo nao € algo que possa
voltar para trads. Portanto, plante seu jardim e decore sua alma, ao invés de
esperar que alguém lhe trouxesse flores. E vocé aprende que realmente pode
suportar... que realmente é forte, e que pode ir muito mais longe depois de pensar
que ndo se pode mais. E que realmente a vida tem valor e que vocé tem valor
diante da vida!"

(William Shakespeare)
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DETECCAO E DIFERENCIACAO DO VIRUS DA BRONQUITE INFECCIOSA
PELA TECNICA DE IMUNOCAPTURA-RT-PCR E RFLP

Nesse estudo foi desenvolvido e aplicado o procedimento de imunocaptura
para realizar a reagédo de transcricdo reversa seguida pela reacdo em cadeia da
polimerase (IC-RT-PCR) a fim de ser amplificada uma regido 5’- proximal do gene
S1 do virus da bronquite infecciosa (VBI) com 228 pb e de forma a fazer a
deteccdo e a diferenciacdo desse virus, comparando-se o0s resultados dessa
metodologia com os obtidos na técnica convencional de RT-PCR. Todas as 11
estirpes do VBI testadas foram amplificadas pelas duas técnicas moleculares,
enquanto que nenhum dos virus heterdlogos (Pneumovirus Aviario do grupo A e
B, Virus da Doenca de Gumboro e o Virus da Doenca de Newcastle) ensaiados
levaram a amplificacé@o especifica do gene S1. O limiar de detec¢éo para a técnica
de IC-RT-PCR foi idéntico ao do método de RT-PCR e correspondeu a 10%°
Doses Infectantes Embrionarias 50%. Para um total de 35 amostras de tecidos do
trato respiratério testadas e provenientes de aves infectadas experimentalmente,
32 foram positivas pela técnica de IC-RT-PCR e também pela RT-PCR
convencional, enquanto que o isolamento viral foi obtido para 22 dessas amostras.
A andlise do produto amplificado do gene S1 na IC-RT-PCR através da técnica de
RFLP (restriction fragment length polymorphism), com as enzimas Alul e Mboll,
permitiu a diferenciacdo das 5 estirpes de referéncias e dos 6 isolados de campo
analisados em 4 diferentes genoétipos, correspondentes as estirpes de referéncia
M41, Connecticut, ou SE-17, ou a um isolado de campo. Portanto, a técnica de IC-
RT-PCR demonstrou um grande potencial para ser aplicada no diagnéstico direto
do VBI, apresentando vantagens sobre a técnica convencional de RT-PCR, as
quais foram derivadas da combinacdo da especificidade da imunocaptura em fase
sélida com a sensibilidade da reacédo de PCR, o que pode proporcionar ganho de
tempo e menor custo para a manipulagdo de um maior numero de amostras.
Palavras—Chave: Virus da bronquite infecciosa, diagndstico molecular,

imunocaptura, caracterizagcao de variantes.



SUMMARY
Detection and Differentiation of Infectious Bronchitis Virus by Immunocapture RT-
PCR and RFLP

In this study, the immunocapture procedure followed by reverse transcription
and polymerase chain reaction (IC-RT-PCR) technique was standardized and
applied for the amplification of 5’- proximal part of S1 gene of infectious bronchitis
virus (IBV) in infected fluid or tissue samples, which were collected from
embryonating chicken eggs or experimentally infected birds. The results of this
technique were compared with those obtained in conventional RT-PCR. All eleven
IBV strains tested were amplified, while none of the heterologous avian viral
pathogens (Groups A and B Avian Pneumovirus, Newcastle Disease Virus and
Gumboro Disease Virus) gave positive results. The limit of detection for IC-RT-
PCR was identical to the common RT-PCR and corresponded to 10%® 50%
embryonic infectious doses. Thirty two out of thirty five respiratory tissue samples
collected from experimentally infected chickens were positive by both molecular
techniques (IC-RT-PCR / common RT-PCR), whereas the virus isolation test
detected IBV in twenty two of these samples. The Alul and Mobll RFLP analysis of
the 228 bp amplicon generated from IC-RT-PCR led to the discrimination of the 5
reference strains and 6 field IBV isolates in four genotypes; which were associated
to the M41, to Connecticut, or to SE-17 strain, or to a field isolate. Therefore, the
IC-RT-PCR demonstrated in this study a high potential for the application in the
direct diagnosis of IBV and has relevant advantages over the conventional RT-
PCR, because it combines the specificity of the immunocapture in a solid phase
with the sensitivity of the PCR, providing simplicity, rapidity and low cost for the

manipulation of a high number of samples.

Key Words: Infectious bronchitis virus, molecular diagnosis,

immunocapture, variant characterization.



l. INTRODUCAO

A Bronquite Infecciosa (Bl), causada pelo virus da Bronquite Infecciosa
(VBI) é uma enfermidade aguda e altamente contagiosa, que acomete aves da
espécie Gallus gallus. Este virus se replica primariamente nas células epiteliais do
aparelho respiratorio e, apds viremia, pode-se propagar e estabelecer sitios
secundarios de infeccdo em outros 0rgdos como 0s rins e ovidutos e o trato
digestorio, nos quais juntamente com o aparelho respiratorio pode ocasionar
lesbes de severidade variavel, as quais se agravam pela ocorréncia de infec¢cbes
bacterianas secundérias, o que acarreta redu¢des consideraveis no desempenho
produtivo das criacfes avicolas afetadas por esta virose.

Nos frangos de corte infectados pelo VBI, sdo principalmente observados
um menor ganho de peso, baixa taxa de conversdo alimentar e uma maior
porcentagem de condenacdo de carcacas. J4, nas aves de postura, a infeccao
pelo VBI pode resultar na diminuicdo da producdo de ovos e comprometimento da
qualidade interna e de casca dos ovos produzidos, ou ainda pode ser afetada a
eclodibilidade de ovos embrionados provenientes de matrizes. Sao, portanto,
relevantes as consequéncias negativas causadas pelo VBI a produc¢éo avicola o
gue vem caracterizar e ressaltar a importancia econémica dessa doenca.

Um outro aspecto para melhor dimensionar-se a importancia da Bl para a
sanidade avicola € o fato de que essa enfermidade ocorre em praticamente todas
as regides do mundo, onde existem atividades da avicultura industrial. Apesar de
estarem disponiveis vacinas para a realizacdo de esquemas imunoprofilaticos, o
seu controle é extremamente dificil, devido a existéncia de mdultiplos sorotipos e

variantes desse agente etioldgico, que podem ndo apresentar um nivel suficiente



de epitopos com reatividade cruzada com relacdo as estirpes usadas na
formulacéo de vacinas.

A proposito da distribuicdo geografica da BIl, h& relatos recentes
evidenciando que essa enfermidade tem sido diagnosticada em um numero
expressivo de criacdes avicolas industriais localizadas em varias regides do Brasil,
revelando-se uma das enfermidades virais que tém causado maiores perdas
econbmicas na atualidade para o nosso pais. Portanto, a rapida deteccédo e
identificacdo desse patdgeno viral sdo imprescindiveis para que medidas eficazes
de controle sejam mais prontamente tomadas.

Em geral, as infeccbes pelo VBI podem ser rotineiramente diagnosticadas
por meio do isolamento de particulas virais infectantes em sistemas apropriados,
como ovos embrionados SPF e culturas de anéis traqueais, ou também da
deteccdo de antigenos virais através de ensaios sorolégicos, como os testes de
imunofluorescéncia, de imuno-peroxidase e de ELISA, com anticorpos poli ou
monoclonais; ou alternativamente, da revelacdo de partes do genoma desse virus
com o uso das técnicas de biologia molecular, como a transcrigdo reversa e da
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), seguidas ou ndo pelos métodos de
analise de mapa gendmico gerado por enzimas de restricdo (RFLP), ou pelo
sequenciamento automatico de nucleotideos dos genes mais relevantes desse
virus. Além disso, os métodos sorologicos, como os testes de virus-neutralizagcéo
(VN), inibicdo da hemaglutinacdo (HI) e ELISA, podem diagnosticar a infec¢ao por
este virus por meio da demonstracdo da presenca de anticorpos anti-VBI
especificos, especialmente aqueles pertencentes ao isotipo IgM, ou devido ao
fenbmeno da soroconverséo.

A reacdo de RT-PCR isoladamente ou em conjunto com outras técnicas da
biologia molecular, tais como a analise de fragmentos gendmicos gerados por
enzimas de restricdo; também conhecida como “restriction fragment length
polymorphism” (RFLP), a clonagem e o0 sequenciamento de nucleotideos do
genoma viral, tém sido amplamente utilizadas como meios de diagnostico para a

deteccao e caracterizacdo de estirpes do VBI. No entanto, 0 método de RT-PCR,



quando aplicado para o diagnéstico direto do VBI presente em amostras de
tecidos ou de secrecbes provenientes de aves infectadas, ainda esta em
progresso e passa por aprimoramentos, sobretudo, no sentido de se buscar uma
maior simplificagdo dos procedimentos e a fim de reduzir o seu tempo de
execucgao e/ou possibilitar a manipulacdo de um namero maior de amostras, sem,
contudo, perder a sensibilidade e a especificidade na deteccéo desse virus.

Nesse sentido, a técnica de imunocaptura RT-PCR (IC-RT-PCR) pode ser
uma alternativa interessante e atraente para contornar algumas dificuldades ainda
existentes na técnica de RT-PCR convencional quando € utilizada para o
diagnostico direto do VBI. Esse método é baseado na amplificacdo de um cDNA
sintetizado a partir do RNA de particulas virais previamente capturadas em um
suporte solido, como as paredes das cavidades de uma microplaca de ELISA e foi
usada com sucesso para a deteccdo de RNA-virus patogénicos para o ser
humano, animais e plantas. Ainda, esta técnica torna mais simples a preparagao
de amostras bioldgicas, uma vez que menos passos Serdo necessarios para a
obtencdo do RNA viral molde a ser empregado na RT, tornando-se, entdo, uma
metodologia mais apropriada para ser aplicada na realizacdo de estudos de
epidemiologia molecular.

Em vista de todo o exposto, o presente estudo foi desenvolvido, com o0s
objetivos de padronizar e aplicar o método de IC-RT-PCR para a deteccdo de
diferentes estirpes do VBI em liquido cério-alantdide e em amostras bioldgicas
coletadas de ovos embrionados ou de galinhas experimentalmente infectados,
avaliando-se comparativamente o desempenho deste método com relacdo as
técnicas de Isolamento Viral (IV) em ovos embrionados de galinha e de RT-PCR
convencional; e ainda, de fazer a diferenciacdo de estirpes e isolados de campo
do VBI por meio da analise dos mapas genémicos gerados pela clivagem com

enzimas de restricdo dos fragmentos génicos amplificados na IC-RT-PCR.



ll. REVISAO DE LITERATURA

A bronquite infecciosa das aves (Bl) € uma doenca viral, aguda e altamente
infecciosa, que acomete aves de ambos o0s sexos e das mais diferentes idades,
tanto aquelas destinadas a producao de frangos de corte ou a producédo de ovos
(KING & CAVANAGH, 1991). Essa enfermidade ocorre em praticamente todas as
regibes do mundo, onde existem atividades da avicultura industrial, sendo
extremamente dificil o seu controle, devido a existéncia de multiplos sorotipos e
variantes desse agente etioldgico, que podem ndo apresentar um nivel suficiente
de protecdo cruzada com relacdo as estirpes usadas na formulacdo de vacinas
(COOK, 1984; DI FABIO & ROSSINI, 2000).

O virus da bronquite infecciosa das aves (VBI) foi isolado e identificado pela
primeira vez no estado norte-americano de Dakota do Norte, em 1930. No Brasil, a
doenca foi diagnosticada inicialmente por HIPOLITO (1957) e, em 1973, foi
descrito o primeiro isolamento de duas amostras nefropatogénicas do VBI
(HIPOLITO et al. 1973).

O VBI é o agente etiol6gico desta doenca, pertence a ordem Nidovirales,
familia Coronaviridae, género Coronavirus (CAVANAGH et al., 1994). A familia
Coronaviridae possui 0os géneros Coronavirus e Torovirus, sendo que o VBI é o
protétipo dessa familia. O género Coronavirus foi dividido de inicio em quatro
grupos, com base em propriedades antigénicas e soroldgicas, os quais foram
posteriormente confirmados pelo sequenciamento de nucleotideos de importantes
genes desses virus. As proteinas dos virions possuem menos de 40% de
identidade de aminoacidos entre espécies de diferentes grupos. Os grupos 1, 2 e
4 incluem varios virus que infectam mamiferos, sendo que o grupo 3 é constituido,

até o presente momento, pelo coronavirus da bronquite infecciosa, pelo



coronavirus dos perus e pelo coronavirus do faisdo (MURPHY et al., 1999;
CAVANAGH, 2005).

O virion apresenta envelope lipo-protéico, o que Ihe confere alta
sensibilidade as condi¢cdes ambientais, possui capsideo com simetria helicoidal e
o diametro da particula viral varia de 90 a 200 nandmetros (nm). O genoma
desse virus é composto por uma fita de RNA simples, ndo segmentada, com
sentido positivo e contém 27,6 kilobases (kb) (BOURSNELL et al., 1987). Trés
diferentes genes séo responsaveis por codificar as principais proteinas estruturais
deste virus, isto €, a glicoproteina de superficie (S), a glicoproteina da matriz (M) e
a proteina do nucleocapsideo (N) (STERN & KENNEDY, 1980; CAVANAGH,
1981; SIDDEL et al., 1982; STERN & SEFTON, 1982; STURMAN & HOLMES,
1983; LAl & CAVANAGH, 1997).

A (glicoproteina S possui 1160 aminoacidos e € clivada em dois
glicopeptideos, o glicopeptideo S1 com 520 aminoacidos e o glicopeptideo S2
com 625 aminoacidos (CAVANAGH & NAQI, 1997). Estes glicopeptideos estao
distribuidos na superficie do envelope. A estrutura tridimensional do
glicopolipeptideo S2 tem o formato de clava e penetra no envoltério lipidico da
membrana e desempenha uma funcéo de suporte para S1, o qual possui formato
globular (KING & CAVANAGH, 1991; MARTINS, 1992; CAVANAGH & NAQI,
1997).

Foi também demonstrado que o glicopeptideo S1 é responsavel pela
infectividade viral e possui determinantes antigénicos que induzem a formacao de
anticorpos neutralizantes. A variacdo na composicdo da sequéncia de
aminoacidos dos mais importantes antigenos € a principal estratégia do VBI para
escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro (CAVANAGH et al.,, 1992;
KEELER et al., 1998; COOK et al., 1999). Assim, fica claro que a mutacdo no
gene desta glicoproteina determina o surgimento de novas variantes e até mesmo
sorotipos desse mesmo virus, sendo que a diferenciacdo das estirpes do VBI

fundamenta-se na identificacdo da regido variavel da proteina S tanto no que



concerne a caracterizagdo genética como antigénica das diferentes estirpes do
VBI (KUSTERS et al., 1987).

Ha também evidéncias de que ocorre recombinacdo natural entre os
genomas de diferentes estirpes do VBI (JIA et al., 1995; KUSTERS et al., 1990;
WANG et al.,, 1993). Dessa forma, como consequéncias de mutagbes e de
recombinagfes génicas, aparecem mais variagdes genéticas e bioldgicas entre as
diversas estirpes do VBI.

Sabe-se ainda que sitios antigénicos induzem anticorpos neutralizantes,
cujos epitopos estdo situados, na sua maior parte, em S1 (KANT et al., 1992). Tais
sitios antigénicos sdo essenciais no desenvolvimento da protecdo especifica
imune (IGNJATOVIC & GALLI, 1994). Experimentos de vacinacdo e desafio
sugerem que o grau de protecdo cruzada entre as estirpes diminui & medida que
as diferencas entre as sequéncias de S1 aumentam (CAVANAGH & NAQI, 1997).

Esta enfermidade ocorre sob quatro formas clinicas e anatomopatolégicas
diferentes. Durante as primeiras semanas de vida das aves, ocorrem sinais
respiratorios caracterizados por espirros, estertores Umidos da traquéia,
morbidade alta e mortalidade elevada. Nos frangos de corte, sob a forma de
nefrite-nefrose, com aumento acentuado dos rins, diarréia aquosa, morbidade e
mortalidade variaveis (5 a 20%). Nas poedeiras e reprodutoras, ocasionam queda
de postura (5 a 30%), producdo de ovos defeituosos (casca mole, rugosa,
despigmentada), na fase de recria, urolitiase, completa atrofia renal, morbidade e
mortalidade variaveis (2 a 10%) (SILVA, 1989; CAVANAGH & NAQI, 1997; DI
FABIO & ROSSINI, 2000).

As estirpes do VBI, independente do seu tropismo, infectam primariamente
células ciliadas da mucosa do aparelho respiratorio das aves e produzem lesfes
caracteristicas na traquéia, que é o 6rgao de elei¢cdo para sua multiplicacdo, sendo
por isto uma doenca primaria do aparelho respiratério (KING & CAVANAGH,
1991). No entanto, a patogenia deste virus é variavel, em termos de tropismo

tecidual, apresentando ndo somente tropismo para o trato respiratério, como



tropismo para rins, ovidutos e, ou, aparelho digestorio de acordo com o isolado
(DHINAKAR & JONES, 1996).

Ha também, alguns sorotipos que causam lesBes renais mais
proeminentes, de varios graus de comprometimento dos tecidos que compdem
esse 6rgdo e estdo relacionadas a etiologia da nefritre-nefrose aviaria (KING &
CAVANAGH, 1991); recentemente, foi isolada uma nova estirpe nefropatogénica
em lIsrael (MEIR et al.,, 2004). Outros aspectos curiosos, dentro do estudo de
variantes de patotipos do VBI, foram descritos quando houve o isolamento de uma
variante enterotropica que foi capaz de causar lesbes em algumas partes do
intestino, bem como o de uma outra variante que causa miopatia peitoral
apresentando edema gelatinoso e hemorragia no musculo peitoral das aves (KING
& CAVANAGH, 1991; DHINAKAR & JONES, 1996).

A Bl vem ocorrendo com grande freqiiéncia também em nosso pais; em
1973, houve registro do isolamento de duas amostras nefropatogénicas deste
virus (HIPOLITO et al., 1973). Entre os anos de 1985 e 1986, um levantamento
sorologico em frangos, realizado nas regibes do Alto do S&o Francisco e
MetallUrgica de Minas Gerais, revelou soropositividade para o VBI em 38% das 78
granjas avaliadas (JORGE et al., 1992). Além disso, dados contidos em relatérios
de dois laboratérios de diagnostico de Minas Gerais revelaram que a bronquite
infecciosa foi a segunda doenca viral mais frequente dos casos clinicos
submetidos a diagnéstico laboratorial realizados entre 1987 e 1988 (SILVA, 1989).
Mais recentemente, ocorreram surtos na Serra Gaucha, Oeste de Santa
Cantarina, Sudoeste, Oeste e Norte do Parana, além do Sul de S&o Paulo e
Triangulo Mineiro (ASSAYAG, 2004).

Assim, por ser o Brasil um dos maiores produtores avicolas do mundo, a
bronquite infecciosa configura-se como um grande problema para a avicultura
nacional (DI FABIO et al., 2000) e o conjunto de informacgdes acima relatado,
revela a importancia de serem adotados métodos de diagnostico rapidos e
sensiveis para a detecc¢do, diferenciacao e identificagdo do VBI, a fim de poderem

ser adotados nos programas de controle desta doenca.



Os meétodos de diagnostico convencionais do VBI baseiam-se
principalmente no isolamento viral em ovos embrionados SPF (“Specific Pathogen
Free”) (GELB, 1989; OWEN et al., 1991) ou culturas celulares (HOPKINS, 1974),
seguido de identificacdo antigénica dos isolados. Trés ou mais passagens em
ovos embrionados sdo geralmente necessarias para o isolamento primario do VBI,
0 que torna tais procedimentos onerosos e demorados.

Uma outra alternativa, é o isolamento do VBI a partir da inoculagcdo em
anéis traqueais de embrides SPF, a qual se revelou uma técnica bastante sensivel
(COOK et al., 1976), mas também muito laboriosa e demorada. Esse método pode
ser associado a reacdo de imunofluorescéncia direta em culturas de 6rgao
traqueal, permitindo a deteccdo mais rapida do VBI (BHATTACHARJEE et al.,
1994).

Além disso, o VBI também pode ser detectado diretamente em tecidos de
aves infectadas por meio de técnicas de imunohistoquimica (IHC) com anticorpo
poli ou monoclonal ou por hibridizacdo “in situ” com o auxilio de sondas de
oligonucleotideos (COLISSON et al., 1990).

Os métodos sorologicos mais utilizados no diagnostico da Bl séo a inibicdo
de hemaglutinacdo (HI), virus-neutralizacdo (VN) (CAPUA et al., 1999) e o ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay), realizado
com anticorpos monoclonais ou policlonais (IGNJATOVIC & ASHTON, 1996;
WANG et al., 2002). No entanto, em alguns casos sdo observados problemas
relacionados ao desenvolvimento de reacdes inespecificas, baixa sensibilidade,
subjetividade da analise dos resultados, além da impossibilidade, no caso das
reacdes imunoenzimaticas, de discriminacdo entre as diferentes estirpes do VBI.

Com o advento da reacdo de PCR (SAIKI et al., 1985; MULLIS et al., 1986;
MULLIS & FALOONA, 1987) foram trazidos importantes fundamentos para a
montagem de meétodos eficientes e mais rapidos de diagndéstico laboratorial de
agentes infecciosos, redundando em uma melhoria significativa da sensibilidade e
especificidade do diagnostico etiologico de véarias doencas infecciosas ou

parasitarias.



A PCR é uma técnica capaz de produzir grandes quantidades de
fragmentos de DNA amplificado a partir de uma pequena quantidade de amostra
inicial. O processo utiliza uma DNA-polimerase termoestavel (Taq polimerase) e
iniciadores especificos que se ligam a regido do genoma a ser amplificada. A
reacdo é baseada em trés etapas basicas: (1) desnaturacdo do DNA da amostra,
(2) anelamento dos oligonucleotideos a essa mesma molécula de acido nucléico e
(3) extenséo ou polimerizacdo das novas moléculas do DNA a serem amplificadas
a partir de cada oligonucleotideo utilizado (KWOH & KWOH, 1990; JACKWOOD et
al., 1992).

Em adicdo a técnica de PCR, a reacdo em cadeia da polimerase,
antecedida pela transcricdo reversa (RT-PCR), tem sido amplamente utilizada
como um meio de diagnoéstico rapido, sensivel e especifico nas infec¢cdes com o
VBI (JACKWOOD et al., 1992; CAVANAGH, 1993).

LIN et al. (1991) foram os primeiros a utilizarem a reagdo de RT-PCR no
diagnostico do VBI, amplificando parte da regido S2 de seis isolados virais dos
EUA e nove isolados do Japdo. Em 1992, ZWAAGSTRA et al. (1992) amplificaram
parte do gene N, a partir de amostras de LCA infectadas com 5 isolados do
sorotipo Massachusetts e 13 isolados da Holanda do VBI, realizando o
sequenciamento a fim de identificar a estirpe viral. JACKWOOD et al. (1992) e
ADZAR et al. (1996) também utilizaram esta técnica em seus estudos para
deteccdo do VBI em LCA, comprovando mais uma vez sua eficiéncia.

Diante disso, esta metodologia pode ser empregada isoladamente ou em
conjunto com as técnicas de clonagem e sequenciamento de nucleotideos de
genes mais relevantes do VBI (ADZAR et al., 1997; LEE & JACKWOOD, 2000;
SMATI et al., 2002; ABDEL-MONEIM et al., 2006; MONTASSIER et al., 2006a) e,
no caso especifico de ser usada para a amplificacdo do gene codificador da
glicoproteina S1, pode ser empregada na andlise de fragmentos gendmicos
gerados por enzimas de restricdo; na técnica denominada RFLP (KWON et al.,
1993b) e de sequenciamento direto de nucleotideos de regibes mais variaveis ou

até mesmo de todo este gene.



A propésito, a técnica de RT-PCR associada com a analise de fragmentos
gendmicos gerados por enzimas de restricdo, método denominado RFLP
(restriction fragment length polymorphism analysis) permite a deteccdo e
identificacdo de diferentes estirpes de VBI isoladas de surtos a campo de infecgao
por este virus. Devido a isso, KWON et al. (1993a, 1993b), WANG & TSAI (1996)
e PIZA et al. (2005) obtiveram bons resultados na identificacdo de diferentes
gendtipos do VBI ao analisarem os produtos obtidos na amplificacdo do gene S1
pela PCR, por meio da realizacdo da técnica de RFLP.

No entanto, o desenvolvimento do método de RT-PCR, aplicado no
diagndstico direto do VBI presente em amostras de tecidos ou de secrecles
provenientes de aves, € uma metodologia que ainda estd em progresso e vem
passando por processos de aprimoramentos (KWON et al., 1993a; CAVANAGH &
NAQI, 1997). E, ainda, deve ser considerado que sdo necessarios procedimentos
cautelosos no desenvolvimento desta reacdo devido ao alto risco de contaminagao
na manipulacdo das amostras a serem testadas.

Nesse sentido, foi desenvolvida a técnica de Imunocaptura-RT-PCR (IC-RT-
PCR), para deteccdo do RNA viral. Este processo é baseado na amplificacdo do
cDNA sintetizado a partir de um RNA gendmico viral contido em particulas virais
capturadas por um anticorpo anti-viral especifico. Este método foi utilizado
primeiramente por JANSEN et al. (1990) para detec¢éo do Virus da Hepatite A em
especimens fecais obtidos de macacos e pacientes com Hepatite A da Carolina do
Norte, Kansas; obtiveram bons resultados e consideraram que a técnica possui
elevado potencial para diagndstico laboratorial devido a redugdo do numero de
passos quando comparada com a PCR.

Em 1992, a técnica de imunocaptura foi utilizada para detec¢do de um virus
que causa infeccdo em ameixeiras, tendo demonstrado alta sensibilidade e
mostrado claramente a sua superioridade para a deteccdo de baixas
concentracdes deste virus presentes em amostra teciduais de arvores infectadas,
guando comparada com o diagnéstico realizado pelo teste ELISA (WETZEL et al.,
1992).



NOLASCO et al. (1993) fizeram algumas modificacbes na reacdao de
imunocaptura e passaram a utlizar as cavidades de uma microplaca de
poliestireno; semelhante a uma microplaca de ELISA, ao invés de tubos de
polipropileno, que eram inicialmente usados, para a detec¢édo de patdgenos virais
de plantas e, também obtiveram resultados superiores na detec¢do desse fito-
patégeno, quando séo levados em comparacao os resultados da técnica de ELISA
empregada para esta mesma finalidade.

Em 2001, esta técnica foi, também, empregada para a deteccao do virus
que causa a doenca hemorragica nos coelhos, tendo sido comprovada a eficiéncia
e rapidez deste método, sobretudo, quando é testado um grande numero de
amostras. Dessa forma, estes autores conseguiram testar 20 isolados deste virus,
em apenas um dia, utilizando uma Unica microplaca, enquanto no outro método
utilizado, foi possivel testar apenas de 4 a 6 isolados em 2,5 dias (GALL-RECULE
et al., 2001).

Esta metodologia vem sendo empregada com sucesso para outras familias
de RNA virus (MUNFORD & SEAL, 1997; JACOBI et al., 1998; HEMA et al., 2003;
YU et al., 2005; MONTASSIER et al., 2006b), mostrando que esta técnica possui
uma alta sensibilidade, especificidade, maior rapidez quando comparada a outras
técnicas imunologicas e moleculares; e pode ser utilizada para estudos
epidemioldgicos ou clinicos (JANSEN et al., 1990; NOLASCO et al., 1993; GALL-
RECULE et al., 2001; YU et al., 2005).

Considerando os fatos apresentados e tendo em vista que a IC-RT-PCR é
uma técnica que pode apresentar vantagens significativas para o diagndstico do
VBI, foi realizado o presente estudo com o objetivo de desenvolver o método de
IC-RT-PCR para a deteccdo de estirpes do VBI presentes em liquido corio-
alantéide e amostras bioldgicas coletadas de galinhas infectadas
experimentalmente, comparando-se este primeiro método com o desempenho das
técnicas de RT-PCR convencional e da técnica padrdo de isolamento viral em

ovos embrionados de galinhas e, de posse dos produtos amplificados da regido 5'-



proximal do gene S1, aplicar a técnica de RFLP para fazer a diferenciacdo de

estirpes do VBI em amostras provenientes de liquido cério-alantoide.



[ll. OBJETIVOS

- Desenvolver e aplicar os métodos de IC-RT-PCR e RT-PCR convencional
para a deteccdo do VBI em liquido cério-alantéide e amostras teciduais coletadas
de ovos embrionados ou de galinhas infectados experimentalmente.

- Determinar a sensibilidade e especificidade analitica de cada uma das
técnicas de biologia molecular desenvolvida neste estudo.

- Comparar os resultados obtidos em cada um dos métodos de diagnostico
molecular empregados neste estudo, com os resultados obtidos na técnica padréao
de isolamento viral em ovos embrionados de galinhas.

- Avaliar a capacidade da técnica de RFLP em diferenciar estirpes de
referéncia e isolados de campo do VBI, a partir do fragmento génico amplificado

nas técnicas de IC-RT-PCR e de RT-PCR convencional.



IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras Virais

Foram utilizadas cinco estirpes de referéncia (M41, Connecticut, lowa 97,
lowa 609 e SE-17) e seis isolados de campo (IBVSCO01, IBVPRO08, IBVPRO3,
IBVPRO7, IBVSP02, IBVSP03) do VBI. Os virus foram propagados na cavidade
corio-alantéide de ovos embrionados SPF (“Specific Pathogen Free”) com nove
dias de incubacdo. As estirpes IBVSCO1, IBVPRO08, IBVPRO03, IBVPRO7 foram
cedidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA
(Concérdia-SC) e as estirpes IBVSP02 e IBVSP03 foram cedidas pelo laboratério
SPAVE - Séo Paulo.

Além dessas estirpes, foram incluidos quatro virus aviarios nao
relacionados ao VBI, os quais foram utilizados na avaliacdo da especificidade
analitica das técnicas de IC-RT-PCR e RT-PCR convencional. Estes virus, obtidos
de vacinas “vivas” atenuadas e liofilizadas, foram o Pneumovirus Aviario (AVP,
Biovet, Brasil, grupo A e o AVP, Merial, EUA, grupo B), o virus da doenca de
Newcastle (NDV, Merial, Brasil, estirpe LaSota) e o virus da doenca de Gumboro
(GDV, Merial, Brasil, estirpe Lukert).

4.2. Propagacéo viral das estirpes do VBl em ovos embrionados SPF

Esta técnica foi realizada com base na descricdo de OWEN et al. (1991),
com a introducdo de algumas alteracfes. Cada estirpe viral foi inoculada na
cavidade cério-alantdide de ovos embrionados SPF com 9 a 11 dias de incubacéo,

sendo assim submetidas a trés passagens sucessivas.



Em cada passagem, foram utilizados 25 ovos por amostra, sendo 22
destinados a infeccéo viral e trés ao controle (ovos inoculados somente com meio
Eagle) da infeccdo pelo VBI. A inoculacdo foi feita na cavidade alantdide,
administrando-se um volume de 200 pl/ovo. Ap6s 24 horas (h) de incubacéo, os
ovos foram avaliados, sendo a mortalidade ocorrida neste periodo considerada
inespecifica. Decorridas 36 h, os ovos foram retirados da incubadora e resfriados
a 4°C, e o liquido corio-alantoide (LCA) foi colhido, alicotado em microtubos de 1,5
ml e estocado a -70°C até ser processado nos meétodos de titulacdo da
infectividade viral e posteriormente nos métodos de IC-RT-PCR e RT-PCR.

A mortalidade embrionaria dos trés ovos (controle) foi avaliada diariamente,
sendo os embrides mortos classificados como positivos ou negativos,
respectivamente, de acordo com a presenca ou a auséncia de lesbes
caracteristicas do VBI no embrido de galinha (nanismo, enrolamento e/ou
hemorragia), mediante a comparacdo com os embrides do grupo controle negativo
(3 ovos SPF que nédo foram inoculados com virus). Ao final do sétimo dia poés-
inoculacdo, todos os ovos foram abertos e os embrides submetidos & mesma

pesquisa de lesdes caracteristicas descritas anteriormente.



Tabela 1. Estirpes virais de referéncia e isoladas de campo do VBI utilizadas,

classificacdo quanto ao sorotipo e nimero de acessos no GenBank.

Estirpe Sorotipo Namero de acesso?
Connecticut Connecticut L18990
Estirpes de lowa 97 lowa nao seqlenciada
Referéncia lowa 609 lowa nao sequenciada
M41 Massachussets M21970
SE 17 SE 17 AF239984
IBVSCO1 - -
Estirpes IBVPRO3 - -
isoladas IBVPRO8 - -
de campo IBVPRO7 - -
IBVSP02 - -
IBVSPO3 - -

#Numero de acesso no GenBank das sequiéncias do gene S1 do VBI.



4.3. Avaliacao da infectividade viral das estirpes do VBI

A infectividade viral foi determinada para as estirpes M41l, IBVSCOl e
IBVPRO3 do VBI através da titulacao viral em ovos embrionados SPF, com 9 a 11
dias de incubacgédo. Partindo-se do LCA colhido de ovos infectados apds a terceira
passagem, foi determinado o numero de Doses Infectantes Embrionarias 50%
(DIEsoy). Para tanto, diluicdes de razdo constante igual a 10 (10° a 10°) das
estirpes de VBI presentes em LCA foram preparadas em Meio Eagle (Gibco BRL,
EUA) contendo antibidticos (200 Ul/mL de penicilina e 50 pg/mL de
estreptomicina) e antifingico (50 Ul/mL de micostatina) e inoculados na cavidade
alantéide, no volume de 200 ulL/ovo. Foram utilizados cinco ovos para cada
diluicdo, além de dez ovos destinados ao controle (ndo infectados). A mortalidade
foi observada durante todo o periodo de incubacdo, considerando-se morte
inespecifica com 24 h poés-incubacdo e, ao final de sete dias, as alteragbes
embrionarias dos sobreviventes foram analisadas. A DIEsgy foi determinada de
acordo com o procedimento descrito por REED & MUENCH (1938).

4.4. Infeccéo experimental

Foram utilizadas 38 aves de corte, fornecidas com 1 dia de idade, pelo
incubatério do Grupo Frango Sertanejo, Ipigua — SP, as quais foram mantidas em
isoladores com presséo positiva e com fornecimento de ar purificado por filtracao
absoluta.

Aos 28 dias de idade, 3 aves foram sacrificadas constituindo o grupo de
controle negativo, sendo as demais aves do grupo A (14 aves), grupo B (1laves) e
do grupo C (10 aves) aos 42 dias de idade inoculadas com suspensfes
infectantes das estirpes M41, IBVSCOl1 e IBVPR0O3 do VBI, respectivamente,
contendo 10° DIEs, /ave, através da inoculacdo de duas gotas via ocular e duas

gotas via intranasal.



As aves dos 3 grupos foram sacrificadas na fase aguda de infeccao, isto é,
do 5 ao 10 dia apés a infeccdo experimental (dpi), tendo sido coletadas as
amostras de pulméo, que foram armazenadas em Caldo Triptose Fosfato (Difco)
acrescido de antibiéticos (200 Ul/mL de penicilina e 50 ug/mL de estreptomicina) e
antifangico (50 Ul/mL de micostatina), sendo entdo armazenados a -20°C até o
momento de serem processadas nas técnicas de isolamento viral e extragdo de
RNA genbmico para ser aplicado nos métodos de IC-RT-PCR e RT-PCR

convencional.

4.5. |Isolamento viral em ovos embrionados SPF

O isolamento viral foi realizado consoante com a técnica recomendada por
OWEN et al., (1991), com a introducdo de algumas modificacdes. As amostras de
pulmdes foram descongeladas e maceradas. Cada amostra foi homogeneizada
em suspensado a 20 % (p/v) de Meio Eagle (Gibco BRL, EUA) acrescido de 10 %
de Caldo Triptose Fosfato (TPB — Difco), de antibiéticos (Penicilina a 200 Ul/mL e
Estreptomicina a 50 ug/mL) e antifungico (Fungizone a 50 Ul/mL). A suspenséao
tecidual foi entdo clarificada por centrifugacdo a 2000 xg por 5 minutos (min), a
4°C, sendo o sobrenadante coletado e armazenado a -70°C até o momento da
inoculacdo em ovos embrionados SPF com 9 a 11 dias de incubacéo, tendo sido
utilizados cinco ovos para cada amostra. A inoculacdo foi feita na cavidade
alantéide, administrando-se um volume de 100 ulL/ovo e decorrido 24 h de
inoculacdo, os ovos foram avaliados, sendo que a mortalidade ocorrida nesse
periodo foi considerada inespecifica. No intervalo de 36 h poés-inoculacdo, dois
ovos por amostra foram retirados da incubadora e colocados sob refrigeracédo a
4°C e o liquido corio-alantdide (LCA) foi colhido e estocado a -70°C para ser
utilizado em uma segunda passagem em ovos embrionados. A mortalidade dos
demais ovos foi avaliada diariamente até completar 7 dias da inoculagéo, sendo
gque os embrides mortos foram classificados como positivos ou negativos,

conforme a presencga ou a auséncia de lesbes caracteristicas do VBI no embrido



da galinha (nanismo, enrolamento e/ou hemorragia), mediante a comparagao com
0os embrides do grupo controle (10 ovos ndo infectados). Ao final do sétimo dia
pés-inoculacdo, todos os ovos foram abertos e os embrides foram submetidos a
mesma pesquisa de lesBes caracteristicas relatadas anteriormente. Foram
realizadas mais duas passagens nas mesmas condi¢des descritas acima.

4.6. Extragcdo do RNA

A extracdo do RNA foi realizada com o auxilio do kit comercial Trizol LS
Reagent (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) nas amostras de LCA e Trizol
Reagent (Invitrogen Corp.) para as amostras de tecidos, seguindo-se as
recomendacdes do fabricante, com a introducdo de algumas modificacdes, abaixo
explanadas.

As amostras teciduais de pulmdes provenientes das aves infectadas
experimentalmente (0,1 - 0,2 g) foram maceradas juntamente com 1000 pL de
Trizol Reagent, utilizando o auxilio de um micropistilo de plastico (Eppendorf) em
um microtubo. Para as amostras de LCA, a proporcdo 1:1 (Trizol LS Reagent :
LCA) foi estabelecida, ou seja, cerca de 500 uL de Trizol LS Reagent foram
adicionados a 500 uL de LCA. Em seguida, homogeneizou-se a mistura por 15
segundos (seg) no vértex e incubou-se por 5 min a temperatura ambiente (TA).
Logo apos foi adicionado 200 uL da mistura de cloroférmio e &lcool isoamilico (na
proporcéo de 24:1), realizando agitacdo por inversdo. Apos um periodo de 3 min a
TA, as amostras foram centrifugadas a 12000 xg durante 15 min a 4°C. A fase
aquosa, em volume de aproximadamente 500 uL foi transferida para outro
microtubo (1,5 mL), onde se adicionou um volume de alcool isopropilico de 500
uL, agitando-se, delicadamente, por inversdo 10 vezes. A seguir, incubou-se por
10 min no freezer -70 °C, centrifugando-se em seguida, a 12000 xg, por 10 min a
4°C. O alcool isopropilico foi descartado e adicionou-se 1000 uL de etanol (75 %),
em seguida as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 7.500 xg por 5

min a temperatura de 4°C, descartando-se, ao final, o sobrenadante. Para finalizar,



as amostras foram colocadas para secar a TA por 20 min, e em seguida 0s
precipitados foram ressuspensos em 15 uL de &gua tratada com
Dietilpirocarbonato 0,1% (DEPC) para utilizacdo na reag&o de transcricao reversa
(RT).

4.7. Imunocaptura

A reacdo de imunocaptura para a realizacdo da técnica de IC-RT-PCR foi
realizada de acordo com o método preconizado por JANSEN et al., (1990), com a
introducdo de algumas modificacdes. Em resumo, foram adicionados, as
microplacas de poliestireno (Costar), 200 uL da solucdo de anticorpo de captura
(antissoro de galinhas hiperimunizadas com a estirpe M41 do VBI) em sua
diluic&o ideal de uso (1:500), preparada em tampéao carbonato-bicarbonato 0,05 M,
pH 9,6, deixando-se a reacdo de adsorcédo ocorrer por 2 h a 37°C em camara
umida. Ao final dessa etapa, as cavidades da microplaca foram submetidas a
cinco lavagens com solugcdo salina tamponada com fosfatos pH 7,4, contendo
0,05% Tween 20 (PBS-Tween) e, a seguir, foi feito o bloqueio da superficie das
cavidades da microplaca por meio da adicdo de 275 uL de solucdo de soro
albumina bovina a 1% (BSA) diluida em PBS-Tween, incubando-se esta fase por
uma hora a 37°C em camara Umida. As cavidades da microplaca foram
novamente lavadas cinco vezes com PBS-Tween e, em seguida, foram
adicionadas as amostras de suspensdes virais (referéncia, isoladas de campo,
provenientes de aves infectadas experimentalmente), em um volume de 200
ulL/cavidade, incubando-se overnight a 4°C em camara Umida as amostras
provenientes de tecido e a 2 h a 37°C em camara Umida as amostras provenientes
de LCA. Apés esta etapa de incubacéo, foram feitas seis lavagens das cavidades
da microplaca com PBS-Tween, sendo, na etapa subseqiiente adicionada a cada
cavidade da microplaca um volume de 22,5 uL da mistura de reagentes da reacao
de RT.



4.8. Oligonucleotideos iniciadores utilizados

Foi utilizado um par de oligonucleotideos iniciadores, localizados na
subunidade S1 do gene S do VBI, suas sequéncia de nucleotideos e sua
localizacdo sobre o gene S, encontram-se na Tabela 2. A representagao
esqueméatica do genoma do VBI com a localizacdo desses oligonucleotideos

encontram-se na Figura 1.

Tabela 2. Sequiéncia e localizacdo dos oligonucleotideos utilizados neste estudo.

Nome  Segléncia de oligonucleotideos (5’ —3’)  Localizagdo® Referéncia

C2U (+) TGGTTGGCATTTACACGGGG  196-215/S1- M21883 WANG & TSAI (1996)
C3L(-) CAATGT GTAACAAACAC 407-423/S1 M21883 WANG & TSAI (1996)

+ : forward
- . reverse
& . Localizacdo da sequéncia de nucleotideos do gene S representada pelo nimero de

acesso no GenBank.
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Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do VBI e a localizacdo dos

oligonucleotideos utilizados neste estudo.

4.9. Reacdao de transcricao reversa (RT)

A reacgdo de transcricdo reversa foi realizada em um Termociclador PTC —
200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Bio Rad, USA) incubando-se a 25°C
durante 10 min: 5 uL do RNA extraido, 0,5 mM de dNTP (Invitrogen, Carlsbad,
CA), 0,25 ng de Random Primer (Invitrogen, Carlsbad, CA), 33 Unidades(U) de
RNAguard (GE-Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) e 7,5 uL de 4gua-DEPC.
Em seguida, acrescentou-se o Tampao da enzima 5 x (Invitrogen, Carlsbad, CA),
10 mM de DTT (Invitrogen, Carlsbad, CA) e incubou-se a 42°C durante 2 min,
adicionando-se 200 U da enzima SuperScript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA) e
incubando-se a reacdo a 42°C durante 60 min e no final a 70°C por 15 min. O
volume final da reacdo foi de 20 uL, o qual foi armazenado a -20°C para ser

utilizado na técnica de PCR.



Apés o termino da reacdo de RT as amostras da reacdo de IC-RT-PCR
foram recolhidas da placa e colocadas em tubos de polipropileno.

4.10. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram utilizados 5 uL do
cDNA obtido na reacdo de RT, 0,5 mM de dNTP, tampé&o de PCR 10 x (Invitrogen,
Carlsbad, CA), 10 pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 1,5 mM de cloreto de
magnésio, 1,0 U de enzima Tagq DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA),
completando com &gua-DEPC para um volume de 25 puL, sendo a reacao
realizada em um Termociclador PTC — 200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research,
Bio Rad, U.S.A).

O perfil térmico de incubacdo da PCR ficou constituido por um ciclo inicial a
95°C por 8 min, seguindo-se mais 40 ciclos constituidos por: desnaturacdo de
95°C por 1 min, anelamento de 45°C por 1 min e extensdo de 72°C por 1 min e

ainda de mais um ciclo de extensdo final a 72°C por 10 min.

4.11. Eletroforese em gel de agarose

Para a andlise dos resultados das reacdes de IC-RT-PCR e RT-PCR
convencional, foram adicionados 2 uL de tampéo amostra [0,05% (p/v) de azul de
bromofenol, 40% de sacarose (p/v), Tris-HCI 10mM, pH 7,8, EDTA 1 M, pH 8,0]
em 5 pL de produto amplificado, o qual foi analisado através da técnica de
eletroforese em sistema horizontal, em tensdo de 70 V por aproximadamente uma
hora e meia, em gel de agarose 1,5% imerso em tampao TEB 0,5X (Tris 0,045 M,
Acido Bérico 0,045 M e EDTA 0,001 M, pH 8,0), adicionado de brometo de etidio
(0,5 pg/uL). A migracdo desses fragmentos de DNA foi comparada com a de um
padrdo de peso molecular 100 bp DNA “ladder” (Invitrogen, Carlsbad, CA). Os

fragmentos de DNA amplificados foram visualizados através de incidéncia de luz



ultravioleta através de um transiluminador (Syngene, Cambridge, Reino Unido), e
0s géis foram, a seguir, fotodocumentados através da utilizacdo de uma camera

digital (Synoptics) e do software Gene Link (Syngene, Reino Unido).

4.12. Analise dos fragmentos amplificados por meio da técnica de

“Restriction Fragment Length Polymorfism” (RFLP)

Foram realizadas digestfes enzimaticas dos produtos amplificados do gene
S1 proveniente das reactes de IC-RT-PCR e RT-PCR convencional, seguindo-se
os protocolos recomendados por WANG & TSAI (1996) e pelos fornecedores de
cada enzima, Alul (New England Biolabs, Beverly, MA) e Mboll (GE-Healthcare,
Little Chalfont, Reino Unido).

Estas mesmas enzimas de digestdo foram utilizadas por WANG & TSAI
(1996), para agrupar diferentes sorotipos do VBI.

Em resumo, para a enzima Alul foram adicionados 1 uL de tampé&o, 1 uL da
enzima, 7,2 uL de dgua-DEPC e 0,8 uL da amostra de PCR. Para a clivagem com
a enzima Mboll foram adicionados 1 puL de tampéao, 0,5 uL da enzima, 6,5 uL de
agua-DEPC e 2 uL da amostra de PCR. A mistura foi colocada em bloco a 37°C
durante 16 h.

Ao final dos procedimentos de digestdo, os produtos dessas reacdes foram
adicionados de um volume de 2 uL de tampé&o de diluicho da amostra e, em
seguida, aplicou-se todo o material na canaleta do gel de agarose a 3,0% para
que fosse realizada a corrida de eletroforese. A corrida eletroforética foi, por sua
vez, feita em um tamp&o de corrida TEB 0,5X (Tris 0,045 M, Acido Borico 0,045 M
e EDTA 0,001 M, pH 8,0), por cerca de trés h a 70V e, ao final desse periodo, fez-
se a visualizacdo dos fragmentos de DNA gerados pela clivagem com as enzimas
de restricdo, em um transiluminador UV e os géis foram, a seguir,
fotodocumentados através da utilizacdo de uma camera digital (Synoptics) e do
software Gene Link (Syngene). A leitura e interpretacdo dos resultados

observados foi feita de forma comparativa com um padrao de fragmentos de DNA



de tamanhos conhecidos (10 bp DNA “ladder” — Invitrogen, Carlsbad, CA), sendo,

também, o gel previamente corado com 5 uL de brometo de etidio.
4.13. Determinacédo da especificidade analitica

A especificidade analitica foi avaliada testando-se quatro outros RNA-virus
aviarios, que foram obtidos a partir de amostras virais provenientes de vacinas
“vivas” atenuadas como o Pneumovirus Aviario (AVP, Biovet, Brasil, grupo A e o
AVP, Merial, EUA, grupo B), o virus da doenca de Newcastle (NDV, Merial, Brasil,
estirpe LaSota) e o virus da doenca de Gumboro (GDV, Merial, Brasil, estirpe
Lukert) na reacao de IC-RT-PCR e RT-PCR convencional.

4.14. Determinacao da sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica das reacdes foi avaliada a partir do LCA da estirpe
M41. Para tanto, o LCA foi submetido a diluicbes seriadas de razGes constante
igual a razdo 10 (10° a 10°), com um titulo infectante correspondente a 10°
DIEso/mL.



V. RESULTADOS

5.1. Determinacédo da especificidade analitica

A especificidade dos oligonucleotideos (C2U/C3L) utilizados neste estudo
foi comprovada nas técnicas de IC-RT-PCR e RT-PCR convencional, as quais
demonstraram a amplificacdo de fragmento gendmico especifico do VBI somente
nas amostras provenientes do LCA da estirpe M41; ndo havendo amplificacdo de
produto gendmico para os quatro virus aviarios heterélogos nao relacionados ao
VBI (Grupos A e B do Pneumovirus aviério, a estirpe LaSota do virus da doenca
de Newcastle e a estirpe Lukert do virus da doenca de Gumboro). Os resultados

da especificidade analitica dessas reacdes encontram-se na Figura 2.
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Figura 2. Avaliacdo da especificidade analitica das reacfes de IC-RT-PCR (A) e
RT-PCR convencional (B). Legenda: (M) Marcador 100bp (Invitrogen), (1) estirpe
M41 do VBI, (2) pneumovirus aviario do grupo A, (3) pneumovirus aviario do grupo
B, (4) virus da doenca de Gumboro, (5) virus da doenca de Newcastle, (6)
Controle negativo.



5.2. Avaliacdo da sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica revelou o mesmo limite de deteccdo para ambas
as técnicas de diagndstico molecular empregadas no presente estudo (IC-RT-PCR
e RT-PCR convencional), havendo detec¢éo de produto amplificado até a diluicdo
de 10° do LCA infectado com a estirpe M41, o qual se apresentou ap6s a
separacdo eletroforética no gel de agarose corado com brometo de etidio, sob a

forma de bandas com tamanho especifico de 228 pb (Figura 3).
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Figura 3. Avaliacdo da sensibilidade analitica das reacdes de IC-RT-PCR (A) e
RT-PCR convencional (B) em relag&o a diluicbes seriadas da estirpe M41 do VBI.
Legenda: (M) Marcador 100bp (Invitrogen), (1) M41 (10°), (2) diluicdo 107, (3) 10°
2 (4) 107, (5) 10, (6) 10°, (7) 10°®, (8) Controle Negativo.



5.3. Deteccéo de diferentes estirpes do VBI através da técnica de IC-RT-PCR
e RT-PCR convencional.

As 11 estirpes do VBI testadas (Connecticut, lowa 97, lowa 609, M41, SE-
17, IBVSCO1, IBVPRO08, IBVPRO03, IBVPRO7, IBVSP02 e IBVSP03) foram
amplificadas com a utilizagdo de um par de oligonucleotideo (C2U/C3L), gerando
produtos amplificados de 228 pb para as técnicas de IC-RT-PCR e RT-PCR

convencional (Figura 4).



6 7 8 O TS

228 pb

100 pb

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

228 pb

100 pb

Figura 4. Deteccéo de diferentes estirpes do VBI testadas pelas técnicas de IC-
RT-PCR (A) e RT-PCR convencional (B). Legenda: (M) Marcador 100bp
(Invitrogen), (1) M41, (2) Connecticut, (3) lowa 97, (4) lowa 609, (5) SE-17, (6)
IBVSCO1, (7) IBVPROS, (8) IBVPRO3, (9) IBVPRO7, (10) IBVSP02, (11) IBVSPO3,

(12) Controle negativo.



5.4. Deteccédo do VBI em aves infectadas experimentalmente

As técnicas de IC-RT-PCT e RT-PCR convencional foram capazes de
detectar a presenca das trés diferentes estirpes do VBI investigadas, na maioria
das amostras teciduais analisadas. Assim, foram encontradas 32 amostras
positivas em um um total de 35 amostras testadas e ambas as técnicas
moleculares utilizadas revelaram a presenca do VBI, uma vez que houve a
amplificacdo especifica do fragmento de 228 pb.

Na infeccdo experimental com a estirpe M4l do VBI, as técnicas
moleculares (IC-RT-PCR e RT-PCR convencional) detectaram o fragmento do
gene S1 (228 pb) em 11 de 14 amostras teciduais testadas (Figura 5). Na andlise
comparativa, verificou-se que apenas oito dessas amostras foram positivas, isto &,
induziram o desenvolvimento de lesdes embrionérias caracteristicas nos ovos
inoculados (Tabela 3).

Nas amostras dos grupos infectados com a estirpe IBVSCO01l e com a
estirpe IBVPRO03, & semelhanca dos resultados do grupo anteriormente analisado,
as técnicas moleculares empregadas no presente estudo levaram a amplificacado
do fragmento especifico do gene S1 (228 pb) em todas as amostras testadas (21)
(Figura 6 e 7), enquanto que o IV apresentou resultados positivos apenas para 14
amostras, sendo 10 delas provenientes das aves infectadas com a estirpe
IBVSCO1 e apenas 4 das amostras do grupo infectado com a estirpe IBVPRO03
(Tabela 3).
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Figura 5. Deteccao do VBI, através das técnicas de IC-RT-PCR (A) e RT-PCR
convencional (B), em amostras de pulméo de aves infectadas experimentalmente
com a estirpe M41 do VBI. Legenda: (M) Marcador 100bp (Invitrogen), (1 a 14)
amostras de pulméo de aves infectadas experimentalmente (fase aguda), (12)

Controle negativo.
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Figura 6. Deteccdao do VBI, através das técnicas de IC-RT-PCR (A) e RT-PCR
convencional (B), em amostras de pulméo de aves infectadas experimentalmente
com o isolado de campo IBVSCOl do VBI. Legenda: (M) Marcador 100bp
(Invitrogen), (1 a 11) amostras de pulméo de aves infectadas experimentalmente

(fase aguda), (12) Controle negativo.
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Figura 7. Deteccdo do VBI, através das técnicas de IC-RT-PCR (A) e RT-PCR
convencional (B), em amostras de pulm&o de aves infectadas experimentalmente
com o isolado de campo IBVPRO3 do VBI. Legenda: (M) Marcador 100bp
(Invitrogen), (1 a 10) amostras de pulmé&o de aves infectadas experimentalmente

(fase aguda), (11) Controle negativo.

Tabela 3. Frequiéncia de deteccdo do VBI através dos métodos IC-RT-PCR e RT-
PCR convencional em amostras de pulméao de aves infectadas experimentalmente

dos grupos A, B e C em relacao a frequiéncia do IV.

Grupos IC-RT-PCR  RT-PCR \Y N.P./N.T. (%)
Pos. Neg. Pos. Neg. Pos. Neg. IC-RT-PCR RT-PCR v

A 11 3 11 3 8 6 11/14 11/14 8/14
(78,6%)  (78,6%) (57,14%)
B 11 0 11 0 10 1 11/11 11/11 10/11
(100%) (100%) (90,9%)
C 10 O 10 0 4 6 10/10 10/10 4/10
(100%) (100%) (40,0%)
Total 32/35 32/35 22/35
NP: nimero amostras positivas NT: numero total amostras analisadas

(%): percentual de amostras positivas



5.5. Analise por RFLP das estirpes de referéncia e isolados de campo

A digestao do produto amplificado de 228 pb da extremidade 5’ do gene S1
com a enzima de restricdo Alul, permitiu a identificacdo de 3 diferentes padrbes de
mapas de restricdo; sendo que o genotipo 1 foi associado a estirpe de referéncia
M41 e ficou constituido pelas estirpes M41, lowa 97 e lowa 609, o gendtipo 2 foi
associado a estirpe de referéncia Connecticut, sendo composto apenas por esta
estirpe e 0 genadtipo 3 contendo também um Unico virus foi vinculado a estirpe de
referéncia SE-17, cujo amplicon n&o sofreu nenhuma clivagem (Figura 8). Mapas
semelhantes de restricdo foram observados para a clivagem com esta mesma
enzima dos amplicons de 228 pb do gene S1 provenientes dos isolados de campo
aqui estudados, sendo que os virus IBVSCO01, IBVPR0O3 e IBVPRO7 foram
agrupados no gendtipo 1 (M41), enquanto que os isolados IBVSP02 e IBVSP03
apresentaram caracteristicas do genotipo 3 (estirpe SE-17) e o isolado IBVPR08
foi classificado no gendtipo 2 (Connecticut) (Figura 10).

No caso da analise dos mapas de restricdo com a enzima Mobll do
fragmento correspondente a extremidade 5’ do gene S1, as estirpes de referéncia
foram também classificadas nos mesmos 3 gendtipo distintos e que foram
descritos acima, cuja composicao foi a mesma observada para a digestdo com a
enzima Alul (Figura 9). Ja os produtos amplificados do gene S1 provenientes dos
isolados de campo, ao serem submetidos a digestdo com a enzima Mobll,
revelaram 4 padrdes distintos de restricdo, sendo que os virus IBVSCO01, IBVPR03
e IBVPRO7 foram agrupados ao genétipo 1, enquanto que os virus IBVSP02 e
IBVSPO03 foram reunidos no gendtipo 3 e o virus IBVPR08 apresentou um perfil de
digestdo diferente dos outros 3 gendtipos que haviam sido identificados e formou

um novo genotipo (Figura 11).
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Figura 8. Diferenciacdo das estirpes de referéncia do VBI, através da reacéo de
RFLP de produtos idénticos de PCR obtidos por técnicas diferentes, IC-RT-PCR
(A) e RT-PCR convencional (B) com a enzima Alul. Legenda: (M) Marcador 10bp
(Invitrogen), (1) M41, (2) Connecticut, (3) lowa 97, (4) lowa 609, (5) SE-17, (6)
Controle Negativo, (7) M41, (8) Connecticut, (9) lowa 97, (10) lowa 609, (11) SE-
17.
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Figura 9. Diferenciacdo das estirpes de referéncia do VBI, através da reagédo de
RFLP de produtos idénticos de PCR obtidos por técnicas diferentes, IC-RT-PCR
(A) e RT-PCR convencional (B) com a enzima Mboll. Legenda: (M) Marcador 10bp
(Invitrogen), (1) M41, (2) Connecticut, (3) lowa 97, (4) lowa 609, (5) SE-17, (6)
Controle Negativo, (7) M41, (8) Connecticut, (9) lowa 97, (10) lowa 609, (11) SE-
17.
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Figura 10. Diferenciacdo dos isolados de campo do VBI, através da reacdo de
RFLP de produtos idénticos de PCR obtidos por técnicas diferentes, IC-RT-PCR
(A) e RT-PCR convencional (B) com a enzima Alul. Legenda: (M) Marcador 10bp
(Invitrogen), (1) M41, (2) IBVSCO1, (3) IBVPROS, (4) IBVPRO3, (5) IBVPRO7 (6)
IBVSPO02, (7) IBVSPO03, (8) Controle negativo, (9) M41, (10) IBVSCO1, (11)
IBVPROS, (12) IBVPRO03, (13) IBVPR07 (14) IBVSP02, (15) IBVSPO03.
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Figura 11. Diferenciacdo dos isolados de campo do VBI, através da reacdo de
RFLP de produtos idénticos de PCR obtidos por técnicas diferentes, [C-RT-PCR
(A) e RT-PCR convencional (B) com a enzima Mboll. Legenda (M) Marcador 10bp
(Invitrogen), (1) M41, (2) IBVSCO1, (3) IBVPROS, (4) IBVPR03, (5) IBVPRO7 (6)
IBVSP02, (7) IBVSPO03, (8) Controle negativo, (9) M41, (10) IBVSCO01,
(11)IBVPROS, (12) IBVPRO3, (13) IBVPRO7 (14) IBVSP02, (15) IBVSPO3.
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VI. DISCUSSAO

O aparecimento de novas variantes do VBI é o maior obstaculo no controle
da infeccdo causada por este patdogeno (WANG & TSAIl, 1996). Mudancas
relevantes na antigenicidade e viruléncia deste virus tém sido relatadas em varios
paises (WANG & TSAI, 1996; KING, 1988), de sorte que diversos estudos
moleculares sobre o VBI tém demonstrado que variantes genéticas e antigénicas
deste virus, surgem a partir de recombina¢des naturais entre 0os genomas de
diferentes estirpes do VBI e de alteragbes e muta¢gdes na sequéncia do gene da
glicoproteina S1 (COLLISON et al., 1990; CAVANAGH, 1995). E imperativo,
entdo, que seja feita de forma rapida e acurada a deteccdo e a identificacdo da
estirpe do VBI em aves suspeitas de terem sido acometidas por este patbgeno em
uma granja. Por outro lado, os métodos diagndsticos recomendados para serem
usados no diagnostico laboratorial do VBI sédo ainda complexos, laboriosos e
demorados, devido, sobretudo, a necessidade de que véarias passagens sejam
feitas em ovos embrionados dos materiais preparados a partir de amostras
colhidas de aves suspeitas de infec¢cdo para que os isolados de campo do VBI
consigam produzir as lesdes tipicas nos embrides (CAVANAGH & NAQI, 2003).

Diante desta dificuldade, seria muito desejavel que fosse desenvolvido e
aplicado um método de diagndstico molecular que conciliasse maior simplicidade
e rapidez com elevadas especificidade e sensibilidade. A analise da literatura
sugere que essa condicdo pode ser alcancada, quando se combina a captura
deste patdégeno viral através de um anticorpo especifico adsorvido a uma fase
solida, tal como ocorre no método de Sandwich-ELISA, com a técnica de RT-PCR,
configurando, assim, o método de IC-RT-PCR. Tal metodologia foi desenvolvida e

aplicada com bons resultados na investigagdo em apreco, tendo sido usada,



primariamente, para a deteccao do VBl em amostras de liquido corio-alantoide de
ovos embrionados inoculados com o VBI e, posteriormente, em amostras de
tecidos oriundos do trato respiratorio de aves infectadas experimentalmente com
este mesmo virus.

A propésito, 0 método de IC-RT-PCR foi utilizado, pela primeira vez, por
JANSEN et al. (1990) tendo sido realizado originalmente em tubos de
polipropileno. Entretanto, neste estudo, decidiu-se adapta-lo, tal como fizeram
RODRIGUEZ et al. (1994) e GALL-RECULE et al. (2001) para microplacas de
poliestireno, seguindo-se as recomendacdes de NOLASCO et al. (1993), a fim de
simplificar os passos das lavagens da superficie sélida de captura desta reacao.

Deve-se destacar, a priori, que no presente estudo, a reacdo de IC-RT-PCR
padronizada para amplificar a por¢cdo 5 do gene S1, apresentou resultados
similares aos da RT-PCR convencional, usada com a mesma finalidade, tanto no
gue concerne ao espectro de estirpes do VBI detectadas, como aos resultados de
avaliacdo da especificidade e sensibilidade analiticas.

Dessa forma, somente uma regido de 228 pb do gene S1 do VBI, delimitada
pelos oligonucleotideos C2U/C3L, foi amplificada pelas técnicas de IC-RT-PCR ou
de RT-PCR convencional, a partir das amostras de LCA infectado com 11
diferentes estirpes do VBI, ndo havendo geracdo de nenhum produto amplificado a
partir das amostras dos 4 virus heterdlogos testados, o que confirmou um bom
nivel de especificidade dos métodos moleculares aqui empregados (Figura 2).

Nesse sentido, pode-se concluir que a selecdo dos oligonucleotideos
iniciadores aqui utilizados, foi bastante apropriada, contribuindo sobremaneira
para que fossem alcancados os bons resultados acima citados na deteccao
especifica do VBI, uma vez que tais reagentes sado fundamentais para conferir
maior especificidade e sensibilidade as técnicas de RT-PCR, conforme foi
destacado por KHO et al. (2000), HANDBERG et al. (1999), ZWAAGSTRA et al.
(1992).

Ainda, dentro do mesmo contexto acima mencionado, deve-se salientar que

achados similares realcando as elevadas sensibilidade e especificidade da RT-



PCR com o mesmo par de oligonucleotideos empregado nesse estudo foram
observados por WANG & TSAI (1996), que obtiveram bons resultados na
amplificacdo dessa mesma regido génica, que coincidentemente foi o alvo da
amplificacdo em nosso trabalho, utilizando a técnica convencional de RT-PCR
para a deteccdo e genotipagem de 4 estirpes de referéncia e de 25 isolados de
campo de Taiwan. A explanacdo mais plausivel para tais resultados e que,
inclusive, é defendida pelos autores supracitados, deve-se ao fato de que esses
oligonucleotideos foram desenhados para duas regiées que apresentam um maior
grau de conservacdo na sequéncia de nucleotideos que compde do gene da
glicoproteina S1; podendo ser considerados, portanto, oligonucleotideos
“universais” para a deteccgéo do VBI.

Em adicdo a isso, tais oligonucleotideos tém a vantagem de flanquear uma
regido altamente variavel e importante para a caracterizagdo de variantes do VBI;
a qual é denominada de hipervariavel 1 (HV1) (WANG & TSAI, 1996). Portanto as
propriedades desse par de oligonucleotideos forneceram as condi¢des ideais para
que fosse atingida uma excelente sensibilidade nos diferentes métodos de biologia
molecular aqui empregados.

Deve-se destacar também que estes oligonucleotideos atuaram no sentido
de evitar que houvesse influéncia negativa sobre a especificidade dessas mesmas
técnicas, o que ficou claramente demonstrado em face dos resultados negativos
observados na tentativa de amplificacdo de amostras contendo um dos quatro
patdgenos virais heterdlogos de aves aqui ensaiados (APV dos grupos A e B, VDN
e GDV).

A par disso tudo, pode-se supor também que o bom nivel de sensibilidade
encontrado neste estudo para a técnica de IC-RT-PCR foi também verificado para
outros métodos de biologia molecular, que envolvem a captura de particulas virais
seguindo-se a aplicacdo da RT-PCR para a deteccdo de patdgenos virais de
animais (RODRIGUEZ et al., 1994; GALL-RECULE et al., 2001). Apesar disso, na
investigagcdo em apre¢o nao foi demonstrado nenhum incremento de sensibilidade

comparativamente ao método convencional de RT-PCR, uma vez que foram



observados resultados idénticos de sensibilidade nessa ultima técnica, onde o
RNA viral foi obtido através do protocolo tradicional onde a extracdo se faz com
agentes caotropicos e mistura fenol-cloroférmio-alcool isoamilico, seguindo-se
precipitacdo com alcool isopropilico e lavagem com etanol.

De qualquer sorte ficou claro, nesse trabalho, que a sensibilidade analitica
encontrada para os dois métodos foi bastante elevada, havendo detec¢éo do virus
até a diluicdo de 10 da estirpe M41 do VBI (Figura 3); porém ela foi menor do
que a encontrada por GRAFF et al. (1993), que relataram a deteccdo especifica
do Virus da Hepatite A em especimens fecais obtidos de macacos e pacientes
com Hepatite A da Carolina do Norte, pela técnica de IC-RT-PCR até a diluicdo de
107

No entanto, deve-se interpretar com cautela essas diferencas acima
relatadas, pois o LCA infectado com o VBI e as amostras fecais contendo o virus
da hepatite A tratam-se de materiais que, de inicio, apresentam concentracées
distintas de cada um desses virus, explicando, em principio, a razdo pela qual os
autores citados anteriormente conseguiram uma sensibilidade 100 vezes maior do
que foi alcancada no estudo em apreco.

O método de IC-RT-PCR apresenta também alta sensibilidade analitica
quando comparada com outras técnicas sorologicas, tais como o ELISA-Teste
(JACOBI et al., 1998; GALL-RECULE et al., 2001; HEMA et al., 2003; YU et al.,
2005) e, ndo obstante, neste estudo nao ter sido feita uma comparacéo entre a
performance deste método molecular com a de um teste sorolégico como o
ELISA, MONTASSIER et al. (2006b) relataram que um método similar ao de IC-
RT-PCR, isto é, o de Lectina-Captura-RT-PCR, foi bem mais sensivel do que o
teste de Concanavalina A-Sandwich-ELISA para a detec¢do do VBI em amostras
biolégicas infectadas experimentalmente.

Em relacdo aos resultados obtidos na deteccdo do VBI em amostras
teciduais colhidas de aves na fase aguda da infeccdo experimental com a estirpe
M41, ficou claro que os métodos de biologia molecular (IC-RT-PCR e RT-PCR

convencional) adotados revelaram a presenca deste virus em 11 das 14 amostras



teciduais analisadas (78,6%) (Figura 5), enquanto que a técnica do isolamento
viral foi capaz de detectar o VBI em 8 dessas 14 amostras (57,14%) (Tabela 3).

Situacdo semelhante & acima descrita, porém com resultados nitidamente
mais favoraveis ao isolamento viral, ocorreu na analise das amostras provenientes
das aves infectadas com a estirpe IBVSCO01, sendo observada uma positividade
para 10 das 11 amostras testadas (90.9%) (Tabela 3), ao passo que as técnicas
moleculares amplificaram o fragmento especifico da extremidade 5’ do gene S1
para todas as 11 amostras ensaiadas (Figura 6).

No entanto, os resultados encontrados na analise das amostras teciduais
colhidas de aves infectadas com a estirpe IBVPRO3, apresentaram diferencas
marcantes e interessantes, pois, enquanto as técnicas moleculares demonstraram
a presenca do VBI em todas as 10 amostras teciduais testadas (Figura 7), o
isolamento viral s6 detectou 4 dessas amostras como positivas (40%) (Tabela 3).

O conjunto de todos esses resultados reforgcam, dessa maneira, os achados
anteriores relativos a avaliacdo de uma sensibilidade analitica mais elevada para
as técnicas moleculares, bem como confirmam os métodos de IC-RT-PCR e RT-
PCR convencional desenvolvidos e aplicados nesse experimento, apresentam
efetivamente uma maior sensibilidade quando comparadas com a técnica de
isolamento viral em ovos embrionados de galinhas. Deve-se destacar que
resultados similares demonstrando que as técnicas moleculares possuem uma
maior sensibilidade do que o método de isolamento do VBI tém sido demonstrados
e sado explicados em razdo de aprimoramentos recentes por que tém passado os
métodos moleculares desde a extracdo do RNA e, incluindo-se ai, o0s
procedimentos de RT-PCR realizados segundo os protocolos convencionais ou
por meio da metodologia de tempo real (HANDBERG et al., 1999, CALLISON et
al., 2006, OKINO & MONTASSIER 2006).

Uma explicacdo plausivel para o fato de algumas amostras terem revelado
resultados negativos na técnica de isolamento viral e positivos nas reacdes de IC-
RT-PCR e de RT-PCR convencional seria a de que o VBI pode depois de terem

sido coletadas as amostras teciduais, sofrer reducdo de sua infectividade. Além



disso, ha de se considerar o efeito negativo da possivel presenca de anticorpos
anti-VBI nos tecidos homogeneizados interferirem no isolamento viral (DHINAKAR
& JONES, 1996). Deve-se salientar, também, neste caso, que ndo foi observada
situacdo oposta, isto é, amostras teciduais que revelassem a presenca do VBI no
isolamento viral e ndo apresentassem produtos amplificados nas técnicas de IC-
RT-PCR e RT-PCR convencional.

No entanto, deve-se interpretar com cuidado os resultados acima descritos
e ndo se considerar, de forma definitiva, que a técnica de 1V foi pouco eficiente ou
até mesmo ineficiente na deteccdo do VBI presente nas amostras de pulmao
colhidas de aves na fase aguda de infeccdo experimental com este virus, pois
desempenho similar dessa metodologia foi observado em investigagfes
anteriores. Assim, verifica-se que os resultados deste estudo foram compativeis
com os encontrados por OWEN et al. (1991), que detectaram a estirpe H52 do
VBI, através do IV em amostras de traquéia no terceiro, quinto, sétimo e décimo
dias poOs-infecgéo.

Achados similares aos relatados acima, também foram descritos por
BRONZONI (1999), no desenvolvimento de um estudo de infeccdo experimental
com a estirpe M41 do VBI, no qual as aves foram infectadas aos 14 dias de idade
com um titulo infectante de 10%” DIEso/mL, sendo que o VBI foi isolado entre o
terceiro e o décimo dias pos-infeccdo, em amostras de traquéia e pulméao. LUCIO
& FABRICANT (1990) realizaram um estudo sobre o tropismo de trés isolados
cloacais do VBI em relacdo a amostra M41, obtendo resultados do IV da estirpe
M41 em amostras de traquéia e pulmao que também sdo coincidentes com o0s
resultados obtidos neste estudo, com IV até o nono dia pos-infecgéo.
BHATTACHARJEE et al. (1994) utilizando o método de cultura de 6rgéo traqueal
(TOC), em diferentes concentracdes de VBI inoculadas, concluiram que quanto
maior a dose infectante na infec¢cdo experimental, mais precocemente o VBI pode
ser detectado. Dessa forma, com uma dose infectante de 10*° os autores
conseguiram detectar ciliostase nos anéis traqueais entre 6 e 24 horas pos-
infeccao.



No presente estudo, a baixa sensibilidade do isolamento viral para as
amostras provenientes do grupo infectado com a estirpe IBVPRO0O3 pode estar
relacionada ao diferente tropismo deste isolado de campo, em comparacdo com
as outras estirpes estudas (M41 e IBVSCO01). Estudo recente revelou que apoés
infeccdo experimental desta estirpe através de via 6culo/nasal, ndo foi possivel a
observacdo de sinais clinicos evidentes. E, através das técnicas de ciliostase e
histopatologia, também n&o foi possivel a observagdo de lesdes relevantes no
epitélio traqueal, mas foram encontradas lesdes histopatolégicas nas gbnadas.
Devido a isto, as lesdes encontradas nas gbnadas do isolado IBVPRO03 sugerem
que essa estirpe possui tropismo para os tecidos das gbnadas (ovarios e
testiculos) e, ao contrario da M41, ndo possui um tropismo respiratorio acentuado
(PEREIRA et al., 2006). Contudo, as técnicas de IC-RT-PCR e de RT-PCR
convencional empregadas no estudo em apreco demonstraram que tal virus se
replicou, ainda que com menor intensidade, nos tecidos respiratérios, em uma
escala que foi suficiente para que fosse amplificado o fragmento 5’-proximal do
gene S1 nas técnicas moleculares aqui usadas.

Com respeito, ainda, a esses resultados divergentes entre o isolamento
viral e as técnicas moleculares na deteccdo do VBI, LUCIO & FABRICANT (1990)
sugerem que diferencas no comportamento desse patdogeno em relacdo ao
isolamento viral em diferentes tecidos poderiam ser causadas pelo baixo titulo viral
na amostra tecidual, pela diminuicdo da adaptagcdo embrionaria quando re-
inoculada em aves, ou ainda, pela diversidade de respostas do hospedeiro a
infeccdo. A possibilidade de que outras células, além daquelas encontradas no
trato respiratério, digestivo ou renal, possam ser infectadas pelo VBI também é
ressaltada por estes autores. Tal fato refor¢ca a necessidade de incluir varios tipos
de tecidos ao se tentar isolar ou detectar o VBI a partir de isolados de campo. Os
autores concluiram que tonsila cecal, rins, traguéia, pulmdes e eséfago devem ser
incluidos na rotina de exames de diagndéstico voltados ao isolamento do VBI. Por
esta razdo, FALCONE et al. (1997) utilizaram, na aplicacdo de RT-PCR e Nested-

PCR para a deteccao do VBI, amostras teciduais coletadas de aves naturalmente



infectadas, sendo que cada amostra foi constituida de um pool de tecidos oriundos
da traquéia, pulméao, rins e tonsila cecal.

De qualquer forma, para se alcancar um diagnoéstico laboratorial mais
efetivo do VBI, é importante que sejam colhidas e processadas amostras
provenientes de mais de um tipo de 6rgao ou de tecido devido ao fato de que ha
variantes do VBI com diferentes tropismos teciduais e de capacidade de
persisténcia nesses mesmos 6rgdos ou tecidos, tanto quando se consideram as
técnicas de biologia molecular como o isolamento viral em ovos embrionados SPF
(GELB & JACKWOOD, 1998; CAVANAGH & NAQI, 2003).

Em contraste com os procedimentos da RT-PCR convencional, algumas
vantagens da reacdo de IC-RT-PCR, referem-se a diminuicdo do numero de
passos, a reducdo no risco de contaminagdo entre amostras, ao fato de evitar a
manipulacdo de produtos toxicos, usados na extracdo de RNA viral e de
proporcionar uma maior rapidez na execucdo e na obtencdo de resultados tal
como haviam relatado JANSEN et al. (1990).

A diferenciacdo entre as estirpes do VBI utilizadas neste estudo foi obtida
através da técnica de RFLP; pela qual os produtos amplificados da regido de 228
pb da extremidade 5’ do gene S1 obtidos pelas técnicas de IC-RT-PCR e RT-PCR
convencional foram submetidos a digestdo com as enzimas Alul e Mboll, descritas
por WANG & TSAI (1996). Dessa maneira, foram identificados 4 padrdes distintos
nos mapas de restricdo, 0os quais puderam ser associados ou a estirpe M41, ou a
estirpe Connecticut, ou a estirpe SE-17, ou ainda ao isolado de campo IBVPRO0S.

Assim, as estirpes utilizadas neste estudo, quando analisadas com essas
duas enzimas, apresentam genotipos idénticos ao da estirpe M41, indicando que
os isolados de campo presentes neste grupo parecem ter origem ou sédo de fato
virus vacinais e devem ser classificados no grupo 1. Ja, 0s grupos
correspondentes aos gendtipos 2 e 3 das estirpes de referéncia apresentaram
genotipos diferentes aos da estirpe M41, evidenciando alta variabilidade entre
estas estirpes, enquanto que os grupos 2, 3 e 4 dos isolados de campo

apresentaram padrdes distintos de RFLP, quando comparados ao da estirpe M41.



O conjunto desses achados indica que ha grande variabilidade na regido 5'-
proximal do gene codificador da glicoproteina S1 entre os isolados de campo do
VBI provenientes de diferentes regibes do Brasil, tal como havia sido observado
por MONTASSIER et al. (2006a).

A proposito, é interessante destacar que WANG & TSAI (1996) em estudo
sobre a mesma regido do gene S1 proveniente de estirpes isoladas de campo em
Taiwan, observaram também uma enorme variabilidade entre as estirpes
analisadas, tendo sido identificados pela RFLP, com 5 enzimas de restricdo, um
total de 8 genotipos diferentes daqueles apresentados pelas 4 estirpes de
referéncia utilizadas por esses mesmos autores; no caso, a H120, Connecticut,
JMK e Holte.

OKINO (2007) ao analisar a mesma regido génica pela técnica de RT-PCR
em tempo real de algumas estirpes de referéncia do VBI e incluindo alguns dos
mesmos isolados de campo do Brasil aqui investigados, encontraram também
uma variabilidade elevada, sendo que as estirpes / isolados foram agrupados com
base na avaliagdo da temperatura de dissociagdo (Tm) dos fragmentos
amplificados para cada um desses virus. Dessa forma, os isolados IBVSCO1,
IBVPRO3 e o IBVPRO7 agruparam ao sorotipo Massachussets (M41) ficando em
dois outros grupos separados as estirpes de referéncia Connecticut e SE-17,
confirmando com isso parte dos resultados obtidos neste estudo.

Além disso, os achados observados por MONTASSIER et al. (2006a) na
analise filogenética a partir das sequéncias de nucleotideos de uma regido
analoga e compreendendo a extremidade 5’ do gene S1 dos mesmos isolados de
campo do VBI aqui investigados, levaram a reunido desses virus em grupos de
composicao similar aos aqui delimitados, especialmente, no que concerne agueles
que apresentam maior identidade com o genoétipo Massachussetts. Sendo assim,
estes resultados e a especificidade das técnicas de IC-RT-PCR e RFLP
caracterizam o seu grande potencial para fazer a deteccdo e diferenciacdo de

isolados de campo em relacdo as estirpes de referéncia vacinal.



Pode-se concluir com base em todo o conjunto de resultados obtidos no
presente estudo, que a técnica de IC-RT-PCR, aqui desenvolvida, foi tdo eficiente
na deteccdo de estirpes do VBI presentes em amostras de LCA ou em amostras
teciduais de aves infectadas experimentalmente, como a técnica de RT-PCR
convencional e ambas foram mais eficientes do que a técnica de IV. Ademais, o
produto final da amplificacdo por quaisquer dessas técnicas foi utilizado com
sucesso para a realizacao de outro método de analise molecular, isto é, a RFLP,
com o objetivo de fazer a diferenciacdo entre estirpes deste virus. Diante disso, a
IC-RT-PCR pode ser considerada um método sensivel e especifico que se revelou
adequado para ser utilizado com vantagens significativas no diagnostico direto
desse virus; tanto na deteccdo como na diferenciacdo prévia de gendtipos, por
conciliar a especificidade da imunocaptura com a sensibilidade da reacdo de PCR.
Dessa forma, essa nova metodologia ora desenvolvida pode proporcionar ganho
de tempo, reducdo no risco de contaminacdo entre amostras e pode contribuir

significantemente com os estudos de epidemiologia molecular do VBI.



VIl. CONSIDERACOES FINAIS

- A técnica de IC-RT-PCR é eficiente para ser usada no diagndstico direto
do VBI, tanto para a deteccdo como para a diferenciacao prévia de variantes deste
virus.

- A sensibilidade e especificidade analitica da técnica IC-RT-PCR para a
deteccdo do VBI foi idéntica ao do método de RT-PCR convencional e maior do
que a técnica de isolamento viral.

- A combinacdo do método de RFLP com a técnica de IC-RT-PCR foi capaz
de discriminar diferentes estirpes do VBI classificando-as em genétipos distintos,
com base nos mapas de restricdo obtidos a partir do fragmento do gene S1
amplificado.

- A técnica de IC permite a obtencdo de RNA molde que pode ser
processado e amplificado pela RT-PCR, podendo entdo substituir o método

convencional de extragdo de RNA viral.
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