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IMUNOCAPTURA DO VIRUS DE INFLUENZA AVIARIA PARA DIA GNOSTICO
EM RT-PCR EM TEMPO REAL

RESUMO: A técnica de imunocaptura associada com a reacdo de
transcricdo reversa e reacdo em cadeia da polimerase (IC-RT-PCR) executadas
tanto pelos procedimentos convencional como em tempo real foram testadas para
a deteccao rapida do gene da glicoproteina de Matriz (M) do virus de influenza
aviaria (AlV) em amostras de liquido corio-alantéide (LCA) e em suabes traqueais
e cloacais. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e otimizar a
técnica de IC-RT-PCR para o diagnéstico do virus da Influenza aviaria. Os
resultados obtidos foram comparados com um sistema empregando “beads”
magnéticas em microplacas (AMBION), que é o método padrao de extracdo de
RNA usado no laboratério de referéncia para diagndéstico de influenza aviaria, o
National Veterinary Services Laboratory — Ames, EUA (USDA), acrescido ainda de
outros métodos de extracdo tradicionalmente usados nos laboratorios de
referéncia para AlV, como os procedimentos com o0 uso do solvente organico
Trizol® (Invitrogen) e com um sistema robotizado e que utiliza “beads” magnéticas
(MagNA Pure - ROCHE). A técnica de IC-RT-PCR em tempo real neste estudo
detectou a estirpe H2N2 do AIV, sem que nenhum outro dos RNA-virus
heter6logos testados fossem detectados (virus das doenca de Gumboro, de
Newcastle e da bronquite infecciosa aviaria). Os limites de deteccdo do IC-RT-
PCR foram iguais aos obtidos na técnica de extragdo com o kit da AMBION e
menores do que aqueles que foram observados para os métodos de extracdo com
Trizol® (Invitrogen) e com o MagNA Pure. O IC-RT-PCR demonstrou ser um
sistema de diagnostico capaz de conciliar simplicidade operacional e um menor
custo com sensibilidade e especificidade analiticas iguais as do procedimento
padrdo atualmente adotado, podendo ser inclusive por laboratérios dotados de

uma infra-estrutura mais simples.

Palavras-Chave: imunocaptura em microplaca, PCR em tempo real, virus

influenza aviaria



Xiv

RNA EXTRACTION BY IMMUNOCAPTURE FOR AVIAN INFLUENZA VIRUS
DETECTION WITH REAL-TIME RT-POLYMERASE_CHAIN REACTI ON

SUMMARY: The polymerase chain reaction (PCR) and reverse
transcription-PCR (RT-PCR), including real-time RT-PCR have been used for the
rapid detection of Matrix glycoprotein gene (M gene) Avian influenza virus (AlV).
Despite the availability of various RNA extraction methods for using in RT-PCR,
isolation and detection of viral RNA are still difficult due to the unstable nature of
viral RNA molecules and the presence of PCR inhibitory substances. In this study,
a simple method using immune-capture (IC) to recover viral RNA from H2 AIV
samples was developed and compared to one standard and two others reference
methods used for viral RNA extraction, such as Ambion MagMAX™ kit and Trizol®
(Invitrogen) and Magnapure kit (Roche), respectively, with subsequent analysis by
real-time RT-PCR. The real-time IC-RT-PCR developed in was able to detect
specifically H2N2 AIV strain, without detecting non-related avian RNA-virus
pathogens, such as Newcastle disease virus, avian infectious bronchitis virus and
Gumboro disease virus. Comparable detection limits were found for IC and the
standard RNA extraction method using Ambion MagMAX™ kit, either for the
detection of AlV in allantoic fluid suspension or in seeded tracheal and cloacal
swab samples by conventional or real time RT-PCR techniques. These methods
were less sensitive than Trizol® (Invitrogen) and Magnapure kit (Roche)
procedures. Thus, IC was rapid and as sensitive and specific as current standard
AIV RNA extraction method for real time or conventional RT-PCR, besides it
conciliated simplicity and lower cost and can be applied simultaneously for direct
detection of AIV in a large number of samples, including less-equipped

laboratories.

Key-Words: avian influenza virus, microplate immunocapture, real time RT-PCR



l. INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus de Influenza aviaria (AlV) acomete aves aquaticas de
forma assintomética e em aves domésticas causa uma doenga infecciosa de
disseminacao muito rapida por via aerdgena e caracterizada pelo desenvolvimento
de lesbes e sinais clinicos no trato respiratorio, sistema nervoso, trato genital,
levando & queda na producdo de ovos e, ainda, a uma alta mortalidade, o que
acarreta enorme prejuizo econbmico para a avicultura comercial. Isso tudo faz
com que a Influenza aviaria (IA) seja considerada pela Organizacdo Mundial de
Saude Animal (OIE), como de notificacdo obrigatoria, impondo rigorosas barreiras
sanitarias a comercializacdo de produtos avicolas nos mercado internos e
internacional. Além disso, essa doenca € classificada como zoonose, pois foi
demonstrado que, alguns subtipos virais tém implicacéo direta em saude humana,
podendo ser transmitidos diretamente de galinhas para os seres humanos,
representando, portanto preocupacdo permanente aos agentes de saude publica.

Os virus de Influenza aviaria sao classificados no género Influenzavirus, da
familia Orthomyxoviridae e se dividem em trés diferentes grupos: A, B e C, de
acordo com caracteristicas antigénicas de duas principais proteinas internas: a
nucleoproteina (NP) e a proteina da matriz (M). Os virus do grupo A infectam
diferentes espécies; aves, humanos, suinos, equinos e mamiferos marinhos
(WEBSTER et al.,, 1992). Sua estrutura apresenta um envelope composto por
glicoproteinas, um nucleocapsideo de simetria helicoidal e um genoma viral
formado por oito diferentes segmentos de RNA que codificam 10 proteinas virais
(SWAYNE et al., 2003).

O diagndstico rapido do virus da influenza avidria durante um surto da
infeccdo por esse virus é de suma importancia para a ado¢ao de um programa de
controle mais eficiente. Qualquer demora maior na deteccao e identificacdo do AlV

tem como consequéncia uma disseminagdo mais rapida e por maiores distancias



desse virus, tornando cada vez mais dificil se fazer o controle e a erradicagéo
desse agente infeccioso (PELZEL et al., 2006). Existe uma gama de diferentes
meios para se fazer o diagnostico laboratorial da influenza aviaria,
compreendendo os métodos indiretos, representados pelos testes soroldgicos e 0s
métodos diretos de deteccdo do agente infeccioso. Os procedimentos mais
comumente usados para o diagnéstico do AlV sédo o isolamento viral em ovos
embrionados livres de patogenos especificos (SPF), a imuno deteccdo de
antigenos virais e os procedimentos de biologia molecular, como a RT-PCR e
sequenciamento, para a deteccdo e genotipagem viral. (SWAYNE et al., 2000;
RUEST et al., 2003).

As técnicas de diagndstico molecular da IA visam em esséncia fazer a
amplificacdo de uma dada regido de um dos genes do AIV, sendo mais
comumente usados como alvos 0s genes da proteina M, NP e hemaglutinina (H)
(SPACKMAN et al., 2002). Dentre as técnicas moleculares usualmente
empregadas no diagnostico laboratorial do AIV destacam-se as reacdes de
transcricéo reversa e em cadeia da polimerase (RT-PCR) convencional, 0 método
de RT-PCR-ELISA e a técnica de RT-PCR em tempo real (SUAREZ et al., 2007).

Um dos objetivos da aplicacdo das técnicas de biologia molecular aplicadas
no diagnostico laboratorial do AIV €& conferir maior rapidez e sensibilidade
comparavel a técnica de isolamento viral, mantendo, ainda, um alto nivel de
especificidade na obtengcdo de resultados. Para alcangar tais propoésitos, trés
pontos criticos devem ser observados, tais como a etapa de extracdo do RNA
viral, a etapa de amplificacdo por RT-PCR e a composicdo de nucleotideos dos
‘primers’ e, quando for o caso, da oligo-sonda. Todos esses trés fatores sao
criticos para a sensibilidade e especificidade das técnicas de diagndstico
molecular do AlV (SUAREZ et al., 2007).

A deteccdo do AlV, tanto para o diagnéstico de casos suspeitos quanto
para a monitoria de propriedades produtoras e aves silvestres, é realizada a partir
da coleta de suabes cloacais e traqueais. Principalmente no caso dos suabes
cloacais, h4 uma grande presenca de substancias inibitérias da PCR,
especialmente da enzima Tac DNA polimerase, de tal forma que varios métodos



tém sido utilizados para a remoc¢do destes interferentes de amostras clinicas e
para conferir um incremento da sensibilidade dessa mesma técnica (GILPATRICK
et al., 2000).

Dessa forma ficou evidenciado que a extracdo de RNA gendmico viral € um
passo critico para a obtencdo de melhores resultados nas técnicas de biologia
molecular, uma vez que a qualidade do RNA interfere diretamente na eficiéncia de
amplificacdo da RT-PCR. Nesse sentido, verifica-se que estdo disponiveis varios
meétodos de extracdo de RNA, incluindo extracdo por solventes organicos como as
misturas composta por fenol e isotiocianato de guanidina, a extracdo por colunas
de silica e a extracdo por ‘beads’ magnéticas. Cada um desses métodos tém
vantagens e desvantagens, apresentando desempenhos melhores ou piores, na
dependéncia do tipo de amostras para diagnostico. Por exemplo, amostras com
menor celularidade e mais limpidas, como o0s suabes laringo-tragueais, tendem a
proporcionar melhores resultados quando submetidas a extracdo por colunas de
silica ou por ‘beads’ magnéticas, enquanto que para amostras com maior
quantidade de matéria organica, como 0s suabes cloacais e fragmentos de
orgdos, a extracdo com fenol — isotiocianato de guanidina proporciona uma maior
recuperacédo de RNA gendmico viral com menor quantidade de inibidores da PCR
e, por conseguinte, confere uma maior sensibilidade na amplificacdo de produtos
génicos especificos do AlIV (SUAREZ et al., 2007). A desvantagem desse ultimo
método, entretanto, € que ele requer muito mais fases de manipulacdo, sendo
muito dificil se fazer uma semi-automatizacdo ou automatizacdo completa.
Situacdo oposta ocorre com as técnicas de colunas de silica ou de ‘beads’
magneéticas, que podem ser mais facilmente redimensionadas para uma escala
maior e, inclusive, para serem automatizadas e realizadas por robés.

O método de imunocaptura (IC) associado a técnica de RT-PCR (IC-RT-
PCR) visa a simplificacdo e reducdo de tempo de preparo de amostras para um
diagnéstico do virus de Influenza mais rapido e para possibilitar a manipulacdo de
um maior nimero de amostras, sem perda da sensibilidade e especificidade na
deteccdo deste virus. Esse método de IC-RT-PCR é baseado na amplificagédo de
um DNA complementar (cDNA) sintetizado a partir do RNA derivado de particulas



virais previamente capturadas em um suporte solido, como as paredes das
cavidades de uma microplaca de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay).
Esta técnica ja foi utilizada com sucesso para a deteccdo de RNA-virus
patogénicos para o ser humano, animais e plantas. Aléem disso, essa técnica torna
a preparacdo de amostras bioldgicas mais simples, pois utiliza menos etapas para
a obtencdo do RNA viral molde para a RT-PCR, ndo requer o uso de solventes
organicos de dificil descarte, nem de resinas ou ‘beads’ de custo mais elevado
para a adsorcdo especifica de RNA (GALL-RECULE et al., 2001; LUNELLO et al.,
2004; MONTASSIER et al., 2006; KOGOVSEK et al., 2008; PIZA, 2008).

O presente estudo objetivou desenvolver e otimizar o método de IC-RT-
PCR em tempo real para a deteccéo do virus de Influenza Aviaria em liquido cério-
alantéide (LCA) e em amostras de suabes cloacais e traqueais de aves SPF,
contaminados experimentalmente com o AIV e comparar com 0s resultados
obtidos com metodologias de referéncia ou preconizadas pelos laboratérios

oficiais de diagndstico molecular desse virus para a extracdo de RNA viral.



ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Influenza aviaria (1A)

A Influenza aviaria € uma doenca viral que acomete tanto aves domeésticas,
como silvestres. Pode-se manifestar de forma branda ou ser assintomatica, sendo
conhecida neste caso como Influenza aviaria de baixa patogenicidade (LPAI) ou
na forma mais grave e que é classificada como Influenza aviaria altamente
patogénica (HPAI). O tipo de patogenicidade depende de fatores como: a cepa do
virus, a espécie e idade do hospedeiro, o estado de imunidade do hospedeiro, a
presenca de outros agentes infecciosos (por exemplo: virus de Newcastle, virus
de Bronquite, Pneumovirus ou Micoplasma) e condicbes ambientais
desfavoraveis, como por exemplo ambiente com excesso de amobnia e/ou sujeira e
temperaturas muito elevadas ou muito baixas (AAMIR et al, 2007; ALEXANDER,
2008). Os isolados de subtipos de alta patogenicidade foram obtidos
primariamente de galinhas e perus, porém considera-se que todas as espécies de
aves sejam susceptiveis a infeccdo. Dentre os 16 tipos de hemaglutinina descritas
para os diferentes subtipos do AlV, duas (H5 e H7) estdo associadas com
patotipos potencialmente de maior viruléncia para aves domésticas (WIDJAJA et
al, 2004; SPACKMAN, 2008). Os sinais clinicos que caracterizam a Influenza
aviaria sdo problemas respiratorios, nervosos, queda na producdo de ovos, sendo
gue nos casos de alta patogenicidade estes sinais sdo mais graves e ha ainda alta
mortalidade das aves, a qual pode chegar a 100% dentro de 48 horas
(BERCHIERI, 2000; LAU et al, 2004; AAMIR et al, 2007; ALEXANDER, 2008; OIE,
2009). A ocorréncia de Influenza aviaria, principalmente na forma altamente
patogénica, certamente acarreta em enorme prejuizo econdmico para a avicultura

comercial.



2.1.1 Biologia do virus de Influenza aviaria (AlV)

As espécies hospedeiras naturais do AIV sdo as aves selvagens,
principalmente as aquaticas. Nestas espécies o0 virus ndo provoca nenhum
sintoma ou dano visivel, tornando dificil sua detec¢do. A maioria dos AlV tem sua
replicagdo primaria no epitélio do trato intestinal e amostras de fezes podem
conter altos titulos virais, 0 que sugere que o mecanismo de disseminacdo do
virus entre aves se da pela transmissao via fecal-oral ou por contaminacdo da
agua com fezes (WEBSTER et al, 1992). Além do risco de introducdo do virus
pelo contato com aves migratdrias, outras formas devem ser consideradas,
incluindo especialmente, os riscos decorrentes da movimentacdo de aves,
criacoes de multiplas espécies e contato com lagos e rios onde aves aquaticas
migratorias se estabelecem (SPACKMAN, 2008).

Em poucas ocasifes os virus tém sido transmitidos a espécies hospedeiras
nao naturais, incluindo outras espécies de aves e numerosas espécies de
mamiferos (WIDJAJA et al, 2004; KUMAR et al, 2006; LEBARBENCHON et al,
2007; SPACKMAN et al 2008,). Quando esta transmissdo ocorre pode haver
adaptacdo e estabilizacdo do virus na nova espécie hospedeira, como por
exemplo no caso do H1IN1 em suinos e H3N8 em equinos (LEBARBENCHON et
al, 2007).

2.1.2 Virus de influenza aviaria de alta patogénic idade (HPAIV)

A HPAI foi reconhecida como uma doenca viral grave de aves domésticas
desde 1878 (MUKHTAR et al, 2007). A partir da década de 1990, cientistas
observaram episodios de infeccdo pelo virus de influenza dos subtipos H5, H7 e
H9 que atravessaram a barreira interespecifica causando infeccdo em seres
humanos.(STEPHENSON et al, 2004; HORIMOTO e KAWAOKA et al, 2005; YU et
al, 2005).

O primeiro caso de infeccdo de virus de influenza aviaria altamente

patogénico em humanos relatado foi o surto de H5N1 em Hong Kong, China em



1997, que se iniciou com 18 pessoas infectadas e 6 6bitos (KUMAR et al, 2006;
MUKHTAR et al, 2007; BRAGSTAD et al, 2007; DUAN et al, 2007; CATTOLI e
TERREGINO, 2008; OIE, 2009; WHO, 2010). Antes do surto em humanos em
1997 o HPAIV H5N1 em aves tinha circulado em uma regido mais restrita da
China e persistia em gansos e patos.(BRAGSTAD et al, 2007)

Alguns pesquisadores acreditam que a adaptacdo do subtipo H5N1 em
humanos pode ter sido gerado por um rearranjo multiplo entre o genoma de uma
estirpe de H5 e as estirpes HIN2 ou H6N1, encontradas em aves comerciais e
domésticas (GUAN et al, 1999; HOFFMANN et al, 2000; DUAN et al, 2007;
MUKHTAR et al, 2007) e devido a preferéncia da glicoproteina hemaglutinina de
se associar fortemente no epitélio do trato respiratério superior humano
(CHANDRASEKARAN et al, 2008).

No periodo de 2003 a junho de 2010, 63 paises notificaram a presenca do
AIV H5N1 em aves, sendo os focos relatados mais recentemente em Bangladesh,
india, Myanmar, Nepal e na Indonésia (OIE, 2009; WHO, 2010). Em humanos,
foram registrados 489 casos confirmados laboratorialmente e 289 mortes desde o
primeiro caso relatado até marco de 2010, sendo que neste ano, até momento,
foram relatados 21 casos dentre 0s quais sete mortos, distribuidos no Egito,
Indonésia e Vietna (WHO, 2010).

Devido a estes casos de infeccdo em humanos a Influenza aviaria é
considerada uma zoonose e é classificada como uma das doengas da lista A da
OIE, sendo portanto, de notificagdo obrigatoria, 0 que impde o estabelcimento de
barreira sanitaria a comercializacdo de produtos avicolas no mercado interno e
internacional (CATTOLI e TERREGINO, 2008; OIE,2009; MAPA, 2009).

2.1.3 Caracteristicas do Virus de Influenza aviaria

Os virus de Influenza sdo membros do género Influenzavirus, familia
Orthomyxoviridae e se dividem em trés diferentes grupos: A, B e C, de acordo com
caracteristicas de duas principais proteinas internas, a nucleoproteina (NP) e a
proteina da matriz (M). Os grupos B e C dos virus de Influenza sdo considerados



importantes para humanos, ja os virus de Influenza do grupo A infectam diferentes
espécies; com destaque para as aves, humanos, suinos, equinos e mamiferos
marinhos (WEBSTER et al., 1992). De qualquer forma, somente o AlV do tipo A
tem sido responsavel por todas as pandemias humanas de influenza (TIMOTHY et
al. 2007).

O genoma do Influenza tipo A é constituido por fita simples de RNA com sentido
negativo e é separado em 8 segmentos que codificam 10 ou 11 proteinas virais,
dependendo do isolado (WEBSTER et al, 1992; TIMOTHY et al, 2007; BELSER et
al, 2009). E um virus envelopado e pleomorfico, com tamanho variando de 80 a
120 nm (WEBSTER et al, 1992; HARRIS et al, 2006; TIMOTHY et al, 2007). Dois
tipos de glicoproteinas estdo ancoradas na membrana bilipidica do envelope viral:
a hemaglutinina (H) e a neuraminidase (N). Com base na caracterizacao destas
glicoproteinas € que a variagdo antigénica do virus é classificada. Existem 16
subtipos conhecidos de H (de H1 a H16) e 9 subtipos conhecidos de N
(numerados de N1 a N9) (WEBSTER et al, 1992; HARRIS et al, 2006; TIMOTHY
et al, 2007 BELSER et al, 2009).

O periodo de incubacéo do virus Influenza pode variar de 24 horas a trés
dias, quando se inicia o pico de excre¢do viral e sua disseminacao respiratoria-
oral-fecal, persistindo, em média, por 10 dias ou mais em aves domeésticas. O
periodo agudo da doenca, quando ocorre a excrecao viral, ¢ o momento ideal para
coleta de amostras. Em aves silvestres, a excrecao viral foi detectada por mais de
30 dias apéds a infeccdo, e as aves parecem sofrer ciclos peridédicos de reinfeccao
por diferentes subtipos de virus, carreando o virus de forma assintomatica por
longos periodos (EASTERDAY et al., 1997).

2.2 Diagnostico do AlV

Nos casos de surtos de Influenza aviaria de alta patogenicidade, o
diagndéstico presuntivo se inicia com um histérico de sinais clinicos e lesbes de
doenca respiratéria, hemorragias na crista e barbela, sinais nervosos, diarréia e

alta mortalidade. As lesdes e o0 curso da doenca com estas caracteristicas,



principalmente a alta mortalidade das aves, sdo sugestivos de Influenza aviaria e
devem ser considerados alerta para tomada imediata de medidas para o
diagnéstico (BERCHIERI, 2000; SPACKMAN, 2002; AAMIR et al, 2007,
ALEXANDER, 2008; MAPA, 2009). Nos surtos de doenca com virus de baixa
patogenicidade, muitos destes sinais estdo ausentes ou presentes de forma mais
branda. A mortalidade das aves pode ser baixa e, nestes casos, a doenca pode
ser confundida com outras doencas respiratorias de aves (Berchieri, 2000;
SPACKMAN, 2004; AAMIR et al, 2007; ALEXANDER, 2008; MAPA, 2009).

No Brasil, a deteccdo de anticorpos contra o virus Influenza no soro de
galinhas € utilizada para a monitoria de plantéis, permitindo um rapido diagnéstico
presuntivo de Influenza. A coleta de material para isolamento viral deve
necessariamente ser realizada para o diagnostico definitivo, e a partir dai o subtipo
do virus assim como sua caracterizagdo quanto a patogenicidade podera ser
determinada (MAPA, 2001; MAPA, 2009).

No caso de suspeita de infeccdo por influenza aviaria a confirmacdo do
diagnoéstico deve necessariamente ser laboratorial. Os espécimes clinicos incluem
amostras de aves mortas e vivas. As amostras das aves mortas devem incluir
conteudo intestinal (fezes), suabes oro-nasal, amostras de traqueia, pulmdes,
sacos de ar, intestino, baco, rins, cérebro, figado e coracdo. As amostras de aves
vivas devem incluir tanto suabes de traquéia quanto de cloaca, embora a coleta de
fezes frescas, também pode servir como uma alternativa. As amostras devem ser
posteriormente colocadas em solucdo salina isoténica tamponada de fosfato
(PBS), contendo uma mistura de antibiéticos, a fim de eliminar todas as bactérias
Ou outros agentes que possam interferir nos processos subsequentes de
diagnéstico. Embora as amostras destinadas ao diagnostico possam ser
temporariamente armazenadas a 4 C, é recomendado que sejam mantidas a -80
C, especialmente para o armazenamento prolongado (ALEXANDER, 2008;
CATTOLI e TERREGINO, 2008; MAPA, 2009; OIE, 2009).

A técnica padréo, aceita pela OIE, para o diagnostico de virus de Influenza
aviaria e da avaliagdo em amostras clinicas € o isolamento em ovos embrionados

SPF. Nesse método a replicagdo desse virus requer a inoculagdo do patégeno em
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ovos embrionados SPF com 9 a 11 dias por um periodo de incubacédo de 4 a 7
dias a 35-37 € (ALEXANDER, 2008; CATTOLI e TERREG INO, 2008; MAPA,
2009; OIE, 2009).
Em seguida, o liquido alantdico (LA) é testado pela técnica de hemaglutinacao
(HA) de hemacias de galinha, a qual em caso positivo indica alta probabilidade da
presenca de virus de influenza ou de um Paramyxovirus aviario (ALEXANDER,
2008; MAPA, 2009; OIE,2009).

A presenca do virus influenza A no LA pode ser confirmada através do teste de
imunodifusdo em gel de Agar (AGP) onde a presenca dos antigenos do
nucleocapsideo ou matriz pode ser demonstrada com o uso de soros hiperimunes
anti-VAI (ALEXANDER, 2008; MAPA, 2009; OIE, 2009).

Outra técnica de aplicacao, é o teste de ELISA, que detecta a presenca de
anticorpos, sendo que varios kits comerciais de ELISA estédo disponiveis para esta
finalidade (ALEXANDER, 2008; CATTOLI e TERREGINO, 2008; MAPA, 2009;
OIE, 2009).

Os testes de Inibicdo da hemaglutinacéo (HI) sdo também utilizados para a
deteccdo e identificacdo antigénica do VAI em LA, permitindo que sejam
diferenciados em 16 subtipos de HA do VAl (ALEXANDER, 2008; MAPA, 2009;
OIE, 2009).

Uma vez que o agente infeccioso foi identificado como um virus de
influenza aviaria a avaliagdo da patogenicidade € o proximo passo. O método
atualmente utilizado para a determinagéo da patogenicidade dos isolados inclui a
inoculacao intravenosa do liquido cério-alantoide (LCA) proveniente do isolamento
viral em ovos SPF em 10 frangos com 4 a 8 semanas de idade. Se houver uma
mortalidade de mais de 75% ou o indice de patogenicidade intravenosa (IPI) for
superior a 1,2 dentro de 8-10 dias € considerado de alta patogenicidade
(ALEXANDER, 2008; MAPA, 2009; OIE, 2009).

Quanto aos métodos indiretos de diagndstico da IA, destacam-se os testes
de HI, de AGP e o ELISA. Os testes sorologicos de AGP e ELISA sao realizados
com antigeno viral inativado e ndo oferecem risco bioldgico, permitindo a

execucdo em laboratérios de menor nivel de biosseguranca (MAPA, 2001; OIE,
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2009), entretanto, os antigenos para sorologia sdo importados o que torna o
processo ainda mais oneroso. Quanto ao desempenho como meio de diagndstico
da IA, o teste de HI apresenta excelente especificidade e boa sensibilidade, porém
exige muito tempo para sua realizacdo. Ja, o teste de AGP detecta anticorpos
contra nucleoproteinas e proteinas de matriz, mas apresenta baixa sensibilidade e
elevada especificidade, além do fato que a aplicagdo de métodos soroldgicos
geram informacdes de uso muito limitado (CATTOLI e TERREGINO, 2008;
SPACKMAN, 2008). Ainda, certas espécies de aves, principalmente os patos,
podem nédo produzir anticorpos precipitantes, levando a obtencdo de resultados
falso-negativos na técnica de agar gel precipitacdo. Foi também demonstrado na
avaliacao de diferentes métodos sorologicos no diagndésticos de Infuenza aviaria,
que ha uma grande grande variabilidade individual na resposta imune humoral,
acarretando diferencas acentuadas no momento da soroconversao e, portanto na
deteccdo de anticorpos entre os testes de HI, AGP e ELISA (LIN et al, 1998), o
que traz restricbes a aplicacdo apenas dessa ferramenta isoladamente de
diagnéstico.

O isolamento viral é feito em ovos embrionados de galinhas SPF de nove a
11 dias de incubacdo, podendo necessitar de, pelo menos, trés passagens
sucessivas, levando cerca de duas a trés semanas para confirmacao
do diagndstico positivo definitivo ou negativo (ALEXANDER, 2008; CATTOLI e
TERREGINO, 2008; SPACKMAN, 2008; MAPA, 2009; OIE, 2009).

No caso de suspeita de Influenza, além do isolamento viral e determinacao
do subtipo do virus de Influenza por teste de HI e teste de neuraminidase, devem
ser realizados testes para determinacdo do nivel de patogenicidade do virus
isolado. O teste é realizado pela inoculagdo do virus em aves e, posterior,
avaliacdo da taxa de mortalidade e lesbes, requerendo infra-estrutura de alto nivel
de biosseguranca para o controle de escape e disseminacdo do virus (MAPA,
2009; OIE, 2009). A presenca de aminoacidos basicos nos sitios de clivagem da
HA € caracteristica de virus altamente patogénicos de Influenza aviaria e, €
oficialmente reconhecido pela OIE, a andlise por RT-PCR seguida do
sequenciamento do gene HA para diagnostico e caracterizacdo de cepas
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patogénicas e ndo patogénicas dos virus de Influenza aviaria (ALEXANDER,
2008; BELSER et al, 2009; MUKHTAR et al, 2007; OIE, 2009). Esta ferramenta
pode ser utilizada como alternativa aos testes de isolamento, tipificacdo sorolédgica
e testes de patogenicidade em galinhas. Portanto, testes moleculares tais como
RT-PCR em tempo real e RT-PCR associado ao sequénciamento de DNA se
constituem em procedimentos mais vantajosos de diagnéstico da IA que vém
sendo cada vez mais utilizados no diagnéstico e nas investigacdes
epidemioldgicas de Influenza aviaria (SPACKMAN et al, 2002; ALEXANDER,
2008; CATTOLI e FERREGINO, 2008; SPACKMAN, 2008).

O RT-PCR em tempo real vem tomando espaco na area de diagndstico
pela maior velocidade e especificidade de resultados. O teste foi relatado com
excelentes resultados para o diagnostico e determinacédo de subtipos de virus de
Influenza aviaria (SPACKMAN et al, 2002; LAU et al, 2004). A OIE, Organizacéo
das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) recomendam a utilizacdo de RT-PCR e RT-PCR em
tempo real para o diagnéstico de Influenza H5 aviario, devido ao seu alto risco a

aves e a humanos.

2.3 Imunocaptura

O método de IC-RT-PCR é baseado na amplificagdo 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.
Esta técnica ja foi utilizada com sucesso para a deteccdo de RNA-virus
patogénicos para o ser humano, animais e plantas. Esta técnica torna a
preparacado de amostras bioldgicas mais simples pois utiliza menos etapas para a
obtencdo do RNA viral molde para ser processado na técnica de RT-PCR
(JANSEN et al, 1990; WETZEL et al, 1992; GRAFF et al, 1993; NOLASCO et al,
1993; GALL RECULE et al., 2001; YU et al., 2005).

O método de imunocaptura RT-PCR foi inicialmente utilizado por JANSEN

et al. (1990) para deteccédo do Virus da Hepatite A em espécimes fecais obtidos de
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macacos e infectados pelos virus da hepatite A; tendo sido obtidos bons
resultados, os quais conferiram a esta metodologia um elevado potencial para ser
empregada no diagndstico laboratorial do virus da hepatite A devido a reducéo do
namero de passos quando comparada com a técnica convencional de RT- PCR.

Em 1992, a técnica de imunocaptura foi utilizada para detec¢éo de um virus
fito-patogénico que causa lesdes severas em ameixeiras, tendo sido demonstrado
uma alta sensibilidade e mostrando claramente a sua superioridade para a
deteccdo de baixas concentracdes deste virus presentes em amostra teciduais de
plantas infectadas, quando comparada com o diagndstico realizado pelo teste
ELISA (WETZEL et al.,1992).

A utilizacdo da imunocaptura associada com RT-PCR para a deteccao do
virus de hepatite A foi novamente utilizada por GRAFF et al, (1993), porém em
lodo de esgoto em diferentes pontos da Alemanha. Os resultados obtidos foram
superiores a deteccdo com infec¢cdo em cultivos de células e com a vantagem de
ser mais rapido, demorando apenas dois dias, enquanto com o método tradicional
de isolamento viral em cultivo celular, seriam necessarias oito a dez semanas para
o diagndstico.

NOLASCO et al. (1993) fizeram algumas modificagbes na reacdo de
imunocaptura e adaptaram o método em microplacas de poliestireno; semelhantes
as microplacas utilizadas em ELISA, ao invés de tubos de polipropileno, que
eram inicialmente usados, para a detec¢do de patégenos virais de plantas. Os
resultados também foram superiores na deteccéo desse fitopatdgeno, 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 deteccdo do virus
que causa a doenca hemorragica nos coelhos, tendo sido comprovada a eficiéncia
e rapidez deste método, sobretudo, gando 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).
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Em adicdo a isso, esta metodologia de imunocaptura vem sendo
empregada com sucesso para outras familias de RNA virus (MUNFORD e SEAL,
1997; JACOBI et al, 1998; HEMA et al, 2003; YU et al, 2005; MONTASSIER et al.,
2006), mostrando que esta técnica possui uma alta sensibilidade, especificidade,
maior rapidez quando comparada a outras técnicas imunoldgicas 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).

Em suma, pode-se considerar que o método de imunocaptura (IC)
associado a técnica de RT-PCR (IC-RT-PCR) visa a simplificacdo e reducdo de
tempo de preparo de amostras para um diagnéstico do virus de Influenza mais
rapido e para possibilitar a manipulacdo de um maior nUmero de amostras, sem

perda da sensibilidade e especificidade na deteccéo deste virus.
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[ll. OBJETIVOS

Desenvolver e aplicar os métodos de IC-RT-PCR convencional e em tempo
real para deteccdo de AIV (virus de influenza aviaria) em amostras de liquido
corio-alantoide (LCA) coletado de ovos embrionados SPF e de suabes cloacais e
traqueais de galinhas SPF, contaminados experimentalmente com a estirpe H2N2
padrdo do AlV.

Determinar a sensibilidade e especificidade analitica de cada uma das

técnicas de biologia molecular desenvolvidas neste estudo.

Comparar os resultados obtidos a partir do método de imunocaptura com 0s
obtidos nos métodos ja padronizados de extracdo de RNA do AlV para a deteccao

desse mesmo virus nas técnicas RT-PCR convencional e em tempo real.



16

IV. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras Virais

Foram usados, para a producdo de anticorpos de captura, isolados de
campo do virus AlV obtidos junto ao LANAGRO/SP, dos subtipos H2, H3 e H4
provenientes de isolamentos de aves silvestres. Para os testes de sensibilidade foi
utilizada uma amostra de H2N2 de virus padrédo (AlV H2N2 padréo), obtido junto
ao laboratorio de referéncia da OIE para diagnostico de influenza aviaria, 0
National Veterinary Services Laboratory — Ames, EUA (USDA). Todos os
procedimentos com o virus vivo de influenza foram executados no Laboratorio de

Biosseguranca Nivel 3 (NB-3) do Lanagro/SP localizado em Campinas/SP.

4.2 Propagacéo viral dos subtipos de AIV em ovos e  mbrionados SPF

A propagacéo viral foi realizada com a metodologia descrita por OWEN et
al. (1991) com algumas modificagbes. Cada amostra viral foi inoculada na
cavidade cério-alantdide de ovos embrionados SPF com 9 a 11 dias de incubacgéo
e foram realizadas varias passagens.

Em cada passagem foram utilizados 30 ovos por amostra e trés ovos para
controle negativo (sem qualquer inoculagéo). A via de inoculagao foi a da cavidade
corio-alantoide, com administracdo de 200uL por ovo. Os ovos permaneceram
incubados por 72 horas, sendo monitorada sua viabilidade diariamente por
ovoscopia. Os embrides mortos em 24 horas de incubacéo foram descartados por
tratar de morte inespecifica. Os demais ovos, com ou sem morte do embrido, ao
final das 72 horas de incubagdo foram sacrificados por choque térmico, com

resfriamento a 4°C por no minimo 4 horas. A seguir a presenca de virus, em cada
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ovo, foi verificada pelo teste de hemaglutinacdo rapida em placa e apenas dos
ovos positivos foram coletados o liquido corio-alantdide (LCA).

Os virus propagados, dos subtipos H2, H3 e H4 provenientes de
isolamentos de aves silvestres e 0 AlIV H2N2 estirpe padrdo, foram submetidos a
confirmacédo da presencga do AlV por RT-PCR em tempo real e titulados segundo a

metodologia de hemaglutinacdo em microplaca conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Titulo viral, obtidos pelo método de hemaglutinacdo em
microplaca e expressos em unidades hemaglutinantes (UHA), dos
AlV H2, H3 e H2N2 padrdo, apds propagacdo em O0voS
embrionados SPF.

AlV H2 AlV H3 AlV H4 AlV HgNZ
padréo
UHA 512 128 64 1024

4.3 Producéo do Soro Hiperimune Anti- AIV em Galinhas

Foram separados 2 grupos contendo 8 aves SPF da linhagem Leghorn
Branca em dois diferentes isoladores com pressao positiva e com fornecimento de
ar purificado por filtracdo absoluta, para serem inoculadas separadamente com as
estirpes do AIV H2 e H3 (amostras isoladas de campo obtidas junto ao
Lanagro/SP). As aves foram infectadas com 1mL de virus, com titulo aproximado
de 512 e 128 unidades hemaglutinante (UHA) por ave, nas vias ocular, nasal e
oral. Houve uma re-infeccdo, com os mesmos critérios, apos 15 dias da primeira
inoculacdo. Amostras de soro foram colhidas ao 15° dia apds a primeira
inoculacdo para serem determinados os titulo de anticorpos pelo método indireto
de ELISA e ao 30° dia foram realizados, além do ELISA, os testes de Inibicdo de
Hemaglutinacdo (HI) e imunodifusdo em agar gel (AGP) cujos resultados

encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Sorologia dos Soros Hiperimune Anti-AlV em Galinhas  pelos
méetodos de ELISA, Inibicho de Hemaglutinagdo (HI) e
Imunodifusdo em Agar Gel (AGP) nas coletas do 15° e 30° dias p0s

inoculacao.
ELISA 2 HI b
(SIP) (UHA) AGP
Soro Soro Soro Soro Soro Soro
anti-H2 anti-H3 anti-H2 anti-H3 anti-H2 anti-H3
15° dia 1,94 1,53 -- -- -- --
30° dia 5,40 3,87 128 64 1:32 1:16

& Teste de ELISA realizado com o kit: IDEXX FlockChek Avian Influenza Antibody
Test Kit (IDDEX, USA)
® Valores apresentados referem-se a ultima diluicdo, a partir do soro bruto, com
deteccédo de anticorpo

4.4 Precipitacdo da Fragdo Gama-Globulina

O protocolo de AKITA e NAKAI (1993) foi utilizado para a precipitacdo da
fracdo gama-globulina. Foram adicionados 200mL de tamp&o PBS a 200mL de
soro anti AlV H3. Em seguida, sob agitacdo, 267mL de sulfato de amo6nio 100%
foram acrescentados, gota a gota. O volume total foi centrifugado a 3000rpm por
15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado por duas
vezes com solucdo de sulfato de aménio a 42% de saturacdo. Apoés a lavagem o
precipitado foi ressuspenso em 1mL de PBS e foi dialisado contra solucdo salina
por 2 dias a 4°C, com duas trocas de liquido de didlise ao dia.
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4.5 Preparacao das placas de Imunocaptura (IC)

O método otimizado estd descrito a seguir. Adicionou-se, em microplacas
de poliestireno (Costar, Corning, USA), 200 pL da solucdo de anticorpo de captura
constituida por um ‘pool’ de antissoros de galinhas hiperimunizadas com as
estirpes H2 ou H3 do AlV, na diluicdo 1:200, preparadas em tampao carbonato-
bicarbonato 0,05M pH 9,6. A reacao de adsorgéo ocorreu por 2 horas a 37°C em
camara umida. Ao final dessa etapa, as cavidades da microplaca foram
submetidas a trés lavagens com solucédo salina tamponada com fosfato pH 7,4
contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-Tween). Em seguida o bloqueio da superficie
das cavidades da microplacas foi realizado pela adicdo de 200 pl de solugéo de
albumina bovina a 1% (BSA) diluida em PBS-Tween, com incubacgdo de uma hora
a 37°C em camara umida. A microplaca foi lavada cinco vezes com PBS-Tween.
Na etapa seguinte, 100 ul da suspensdo da amostra do AlV (diluida 1:2 em PBS-
Tween) foram adicionados a microplaca e a reagdo foi incubada “overnight” a 4°C
em camara Umida. As cavidades foram lavadas 3 vezes com PBS-Tween e 1 vez
com agua destilada estéril. Ao final deste processo foram acrescentados as
cavidades 50ul de agua ultra pura tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC) e em
seguida a placa foi incubada por 10 minutos a 80°C. A partir desta etapa as
amostras foram submetidas a técnica de RT-PCR em tempo real. Abaixo, na
Figura 1, esta representado o mecanismo de agcédo do método de imunocaptura.

Liberac&d do RNA do capsideo viral
\

Virus

L] (&)

/
/
/

Anticorpo de Aquecimento Sobrenadante com
captura RNA para RT-PCR

N
AN
N

Figura 1. Esquematizagdo do método de Imunocaptura.
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4.6 Extracado de RNA com Trizol LS Reagent® (Invitro gen, USA)

A extracdo de RNA com o reagente caotropico Trizol LS Reagent® (Invitrogen,
USA), que a partir de agora sera mencionado apenas como TRIZOL, foi realizada
conforme instru¢cdes do fabricante, mas com algumas modificacées. Em resumo, para
cada 250uL de amostra, de LCA ou suabes de cloaca e traquéia, foram adicionados
750uL de Trizol LS Reagent. A mistura foi homogenizada por 15 segundos em vortex.
Acrescentou-se 200uL de cloroférmio ultra puro 100% (livre de DNAses e RNAses),
realizando-se agitacdo por inversdo. Apés um periodo de 7 minutos a temperatura
ambiente (TA), as amostras foram centrifugadas a 12000xg durante 15 minutos a 4TC;
aproximadamente 500uL do sobrenadante foram transferidos para outro microtubo,
com capacidade para 1,5mL. As amostras de RNA foram precipitadas em 500uL de
isopropanol, apos incubagdo de 10 minutos a TA e centrifugagdo por 10 minutos a
12000xg a 4. O isopropanol foi descartado e as am ostras foram lavadas em 1000pL
de etanol 70% e secas em TA. Em seguida os precipitados foram ressuspensos em
50uL de &gua ultra pura tratada com DEPC. O RNA extraido foi armazenado a -80C
até o momento de sua utilizagdo na reagédo de RT-PCR.

4.7 Extracao de RNA com o kit MagMAX® (Ambion, USA)

O kit MagMAX® (Ambion, USA), que sera designado como AMBION daqui em
diante, usa esferas (‘beads’) magnéticas para o isolamento de RNA e foi desenvolvido
especificamente para a purificacdo de RNA do virus de AIV obtidos a partir de
amostras de suabes cloacal ou traqueal. Este € o método padrdo, ja que trata-se da
metodologia de obtencdo de RNA utilizada e validada pelo National Veterinary
Services Laboratory — USDA (Ames, EUA) (NVSL). A extragdo de RNA foi realizada
conforme as instrucbes fornecidas pelo fabricante. Resumidamente, foram
adicionados 101ul da solugéo de lise em 50ul de amostra e entdo a microplaca foi
agitada, em agitador orbital, por 30 segundos. A esta mistura 20ul de suspenséo

contendo as ‘beads’ magnéticas foi adicionada a cada cavidade da microplaca e esta
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foi agitada por 4 minutos. Entdo a microplaca foi colocada sobre o suporte magnético,
para a captura das ‘beads’ por 2 minutos. O sobrenadante foi aspirado e a microplaca
retirada do suporte. Foram realizadas 3 lavagens, cada uma com 100ul, utilizando as
solucdes presentes no kit e com tempo de incubacdo de um minuto cada. Depois da
ultima lavagem a microplaca foi agitada durante 2 minutos para a completa secagem
dos pocos e entdo foi adicionado 50ul do tampédo de eluicdo e a microplaca foi
incubada por 1 minuto sobre o suporte magnético. O sobrenadante, contendo o RNA

extraido, foi entdo armazenado a -80°C até sua utilizagéo.

4.8 Extracdo de RNA com o0 equipamento de extragdo a utomatizada
MagNA Pure LC® (ROCHE, Alemanha)

A extragdo foi realizada com o kit MagNA Pure LC Total Nucleic Acid
Isolation®, segundo o protocolo recomendado pelo fabricante e processada no
equipamento de extragao automatizada MagNA Pure LC (Roche, Alemanha) e a partir
deste ponto serda mencionada apenas como MagNA Pure. Esta metodologia é a
adotada pelo Lanagro/SP para o isolamento de RNA para a pesquisa do virus de AlV.
O principio desta técnica consiste, em resumo, em adicionar a amostra um tampéo de
lise e proteinase K e apdés um periodo de incubacéo adicionar ‘beads’ magnéticas as
guais os acidos nucléicos serdo ligados. Durante as lavagens, que retiram 0s restos
celulares e impurezas presentes na amostra bruta, as ‘beads’ ficam presas a um ima
gque se move até as ponteiras durante esta etapa do processo. Na fase final da
extracdo, uma solucdo de eluicdo € adicionada e os acidos nucléicos sdo
desprendidos das ‘beads’ por diferenca de osmolaridade e aquecimento. A Figura 2

trds um esquema que apresenta o processo de extracdo por este método.
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kit MaaNA Pure | C Total Nucleic Acid Isolation®

|

AMOSTRA
& = @

Figura 2. Representacdo esquematica resumida do principio da extracdo de

acidos nucléicos utilizando o o kit MagNA Pure LC Total Nucleic Acid
Isolation® e processada no equipamento de extragdo automatizada
MagNA Pure LC (Roche, Alemanha).

4.9 Oligonucleotideos Iniciadores utilizados na técnica convencional
de RT-PCR

O gene M foi escolhido como alvo deste estudo devido sua alta conservagao
dentro das diferentes estirpes, sua grande especificidade para o virus de influenza
aviaria e por ser o gene alvo adotado pelo protocolo oficial do Center for Disease
Control and Prevention (CDC) (Atlanta/lUSA) e pelo Laboratério Nacional de
Referéncia para a Influenza Aviaria do Ministério da Agricultura (Lanagro/SP). O par
de oligonucleotideos iniciadores utilizado no protocolo de RT-PCR convencional
esta descrito na Tabela 3.
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Tabela 3. Oligonucleotideos iniciadores (‘primers’) utilizados na técnica
convencional de RT-PCR.

o , a ) - . . Tamanho
Primers Sequéncia (5-3) Localizagao Fita produto
MF3/cdc | TGATCTTCTTGAAAATTTGCAG 718-739 ‘Foward’

200bp
MR1+/cdc | CCGTAGMAGGCCCTCTTTTCA 909-889 ‘Reverse’

*Sequéncia dos primers obtida através de comunicagéo pessoal com o Dr. Ruben Denis.

4.10 RT-PCR convencional

A RT-PCR foi realizada conforme o procedimento recomendado por Spackman
et all (2002), e por meio de protocolo validado pelo laboratdrio do National Veterinary
Services Laboratory — USDA (Ames, EUA), que € o laboratério de referencia da OIE
para diagnostico de influenza aviaria e € o mesmo protocolo atualmente adotado pelo
Lanagro/SP para o diagnéstico oficial de influenza. A reacdo de RT-PCR foi realizada
em um termociclador Mastercycler (Eppendorf, USA), em um Unico passo, com o kit
AgPath ID One Step RT-PCR® (Ambion, EUA). Uma mistura com os reagentes do kit
foi feita com a adicdo do RT-PCR buffer 2x (Ambion, USA), Ampli Tag Gold DNA
Polymerase® (Ambion, USA), 10 pmol de ‘primer foward’, 10 pmol de ‘primer reverse’
e agua ultra pura tratada com DEPC suficiente para completar 17uL, a essa mistura
foram adicionados 8L de RNA, quando extraido por um dos trés métodos citados no
item 4.5, ou no caso das placas de imunocaptura, essa mistura foi diretamente
adicionada a microplaca. O perfil térmico desta reagéo inclui a transcricdo reversa
com um ciclo de 40 minutos a 42°C e um ciclo de 5 minutos a 95°C; a PCR com 30
ciclos compostos por desnaturacdo de 1 minuto a 94°C, anelamento a 57°C por 1
minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto e uma extenséo final, apés a reacdo de PCR,
de 10 minutos a 72°C.
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4.11 Eletroforese em Gel de Agarose

Apols as reagbes de PCR, foram adicionados 5uL de tampdo de amostra
[0,05% (p/v) de azul de bromofenol; 40% de sacarose (p/v); Tris-HCI 2.0mM pH 7,8 e
EDTA 1M pH 8,0] em 25puL de produto amplificado, o qual foi analisado atraves de
eletroforese horizontal no sistema, em tensdo de 100V por aproximadamente uma
hora, em gel de agarose 3% contendo tampédo TBE 0,5X (Tris 0,045M, acido bdrico
0,045M e EDTA 0,001M, pH 8,0) e brometo de etidio (0,5ug/uL). Como padréo de
peso molecular foi utilizado o marcador 100bp DNA Ladder® (Invitrogen, USA). Os
géis foram visualizados através de incidéncia de Iluz ultravioleta em um
transiluminador (Loccus, Brasil), processados por meio de sistema de

fotodocumentacgéao (Loccus, Brasil).

4.12 RT-PCR em tempo real

Apos a extracdo do RNA ou da imunocaptura método de RT-PCR em tempo
real foi realizado, utilizando o kit AIV-M AgPath ID One Step® RT-PCR (Ambion,
EUA), sendo a reacdo conduzida em um aparelho de PCR em tempo real modelo
7500 (Applied Biosystems, USA). Foram utilizados 8uL de RNA, ao qual acrescentou-
se 17 yL da mistura dos reagentes presentes no kit, incluindo os oligonucleotideos
iniciadores e sonda especificos para o gene M do virus de influenza aviaria e um
controle endégeno (xenoRNA) patenteados e validados pela empresa fabricante. As
reacOes foram realizadas em microplacas especiais, de 96 orificios com volume de
0,2 mL em cada um, e tampadas com adesivos especificos para a leitura optica do
sistema de deteccdo e mensuracao fotométrica do equipamento de PCR em tempo
real. A transcrigdo reversa compreendeu um ciclo inicial de 30 minutos a 50C e outro
de 95T por 15 minutos. A reacdo de PCR ocorreu em seguida e foi constituida por 45
ciclos compostos por desnaturacdo a 94C por 15 segundos e uma etapa de
anelamento/extensdo com 32 segundos a 60C, na qual a fluorescéncia foi adquirida
pelo equipamento. Todas as amostras foram testadas em triplicata. O valor do ponto
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de corte, denominado de “threshold cycle” (Ct), utilizado foi o estabelecido
automaticamente pelo software do equipamento e com andlise manual para
verificacdo de possiveis erros. A cada microplaca analisada foram adicionados no
minimo trés controles negativos da reacdo de PCR e trés controles positivos para
gene M do virus de AIV. Em caso de falha de algum destes controles, positivo ou

negativo, a reacéo era considerada invalida, sendo entéo repetida.

4.13 Avaliagéo da Especificidade Analitica do Método de IC-RT-PCR

A especificidade analitica foi avaliada testando-se suspensédo de LCA do
AV H2N2 padréo e quatro outros RNA virus aviarios, todos na diluicdo 10°. Os
RNA virus testados, com excecao do AlV, foram obtidos a partir de amostras virais
provenientes de vacinas vivas atenuadas dos virus: de Bronquite Aviaria, cepas H-
120 (Merial, USA) e Ma5 (Intervet/Schering-Plough Animal Health, USA), do virus
da doenca de Newcastle, cepas La Sota (Biovet, Brasil) e HB1 (Merial, USA) e do
virus da doenca de Gumboro, cepas Lukert (Fort Dodge, USA), S706 (Merial,
USA) e 228E (Intervet/ Schering-Plough Animal Health). A especificidade foi
testada tanto na reacdo de RT-PCR convencional, como na RT-PCR em tempo

real.

4.14 Preparacdo das Amostras para Avaliacdo da Sensibili  dade
Analitica do Método de IC-RT-PCR

A determinacéo da sensibilidade analitica foi realizada com suspensdes de
LCA e suabes cloacais e traqueais. Ap0s a obtencdo do LCA, a partir de ovos
embrionados SPF, e das suabes de cloaca e traquéia, coletadas de aves SPF, foi
realizada a contaminacéo experimental com uma suspensédo de LCA de AIV H2N2

padrdo, contendo 1024 UHA, que foi considerada a diluicdo 10°. Os diferentes
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tipos de amostra (LCA, suabe cloacal e suabe traqueal) foram entdo diluidas
seriadamente em raz&o 10 (102 a 10°) e submetidas a extracdo com o reagente
caotropico Trizol LS® (Invitrogen, USA), com o kit MagMAX® (Ambion, USA), com
0 equipamento de extracdo automatizada MagNA Pure LC® (ROCHE, Alemanha) e
com a técnica de Imunocaptura. Posteriormente os RNAs foram analisados em
RT-PCR convencional e em tempo real.

As analises foram realizadas em triplicata e cada diluicdo estudada foi

considerada positiva quando obteve dois ou mais resultados positivos.
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V. RESULTADOS

5.1 Padronizacao do teste de Imunocaptura

Foram testados varios parametros para o desenvolvimento e a otimizacao
de uma técnica de imunocaptura eficiente. Os principais foram: diferentes
combinacdes das preparacfes de anticorpos de captura, diferentes concentracdes
do anticorpo de captura, tempo e temperatura de incubagédo para a adsorgcédo do
anticorpo de captura, composicao ideal da solugcéo de bloqueio, a necessidade ou
nao do tratamento prévio da amostra contendo o AlV, tempo e temperatura de
incubacdo da amostra na placa de imunocaptura, composicao das solucdes de
lavagem das cavidades da microplaca apds a captura do AlV e a utilizagdo ou ndo
de um passo de desnaturacdo do virus ap0s a imunocaptura.

A utilizacdo de tratamento prévio da amostra foi testada na padronizacdo da
técnica de Imunocaptura utilizando inicialmente microplacas impregnadas com
soro anti-H2 na concentragdo 1:50, e as demais etapas do procedimento de
Imunocaptura foram as mesmas descritas no topico Materiais e Métodos. Foram
feitos testes com as amostras foram tratadas, na propor¢céo 1:2 com as seguintes
solucdes: PBS Tween 20 0,05%; PBS 80 0,5%; Triton X-100 0,5% e também foi
avaliada a auséncia de tratamento prévio. A amostra foi o AIV H2N2 padrédo nas
diluicdes finais (apés tratamento) 10, 102 e 10, A comparacéo dos resultados
obtidos por RT-PCR em tempo real esta descrita na Tabela 4. Note que, na
analise do resultado de RT-PCR em tempo real, quanto menor o valor do Ct maior

a concentracgdo de virus presente na amostra.
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Tabela 4. Resultados da RT-PCR em tempo real com os diferentes tipos de
tratamentos prévios da amostra de AIV H2N2 padrdo nas
diluicées 10" a 10°. Os testes foram realizados em triplicata e os
valores apresentados referem-se a meédia dos Ct obtidos, que
possuem DP<0,50. As &reas em cinza correspondem a opcao
adotada. Legenda: Ag: AlV H2N2 padrao.

Sem tratamento Tween 20 0,05% Tween 80 0,5% Triton X-100 0,5%
Ag 107 29,27 21,92 25,97 38,52
Ag 107 31,97 25,61 32,05 33,48
Ag 1073 34,73 28,05 30,55 31,63

* Os valores apresentados referem-se ao Ct, que foram considerados positivos para AlV

os valores de Ct abaixo de 35 e suspeitos o0s valores acima de 36.

O parametro verificado em seguida foi a impregnacéo da microplaca com as
solucgdes: soro total anti AlV H2, fracdo gama-globulina do soro anti AIV H3 e com
a combinacao destes dois soros. Para este teste foram utilizadas as diluicoes de
soro 1:50 e 1:200. O resultado desta avaliagéo foi realizado pela detec¢céo do gene
M por RT-PCR em tempo real das diluicdes 102 a 10 do AIV H2N2 padréo e esta
descrito na Tabela 5. Deve-se salientar que, na analise do resultado de RT-PCR
em tempo real, quanto menor o valor do Ct maior a concentracdo de virus

presente na amostra.
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Tabela 5. Resultados da RT-PCR em tempo real com os diferentes tipos de
combinagdes de soro que foram utilizadas para impregnar a placa
de imunocaptura. Foram usadas para a impregnacao da placa
diferentes combinagdes de soro nas diluigbes 1:50 e 1:200. As
amostras testadas foram o AIV H2N2 padrdo nas diluicdes 1072 a
10°. As &reas em cinza correspondem a opcdo adotada.
Legenda: Ag: AIV H2N2 padréo; IgG: fracdo imunoglobulina do

soro anti-H3; DP: desvio padréo.

Soro Soro Soro Soro an?ol-ré + anﬁ?l-ré +
Anti-H2 | Anti-H2 | anti- IgG H3 | anti- 1IgG H3 . : Média | DP
1:50 1:200 1:50 1:200 anti-lgG H3 [anti-IgG H3
) ’ ) ’ 1:50 1:200
Ag 1072 26,35 25,51 26,14 25,01 23,62 24,73 25,00 | 1,84
Ag 1073 28,03 26,92 27,78 27,37 26,55 27,20 27,16 | 0,50
Ag 10 33,77 32,65 32,17 33,03 33,06 33,29 32,84 | 0,50
Ag 10° 36,00 32,78 33,95 32,98 33,53 36,22 33,89 | 1,37

* Os valores apresentados referem-se ao Ct, que foram considerados positivos para AlV os
valores de Ct abaixo de 35 e suspeitos o0s valores acima de 36.

Foi realizada a média e calculo do desvio padrdo (DP) dos valores de Ct

obtidos e as diferengas encontradas entre as combinagbes de anticorpos de

captura ndo foram suficientemente significativas a ponto de destacar uma das

opcOes, por isso foi adotada a combinacdo de soros anti- AIV H2 com a fracdo

gama-globulina anti AIV H3, com a tentativa de ampliar o espectro de a¢ao da

captura.

Para a verificacdo da capacidade de um soro produzido a partir de um

subtipo de AIV capturar um subtipo diferente foram utilizados AlV dos subtipos H3

e H4 nas diluices 102 e Ag 10° em uma microplaca impregnada com a

combinacdo de anticorpos escolhida para padrdo. Estes resultados, obtidos apds

a RT-PCR em tempo real estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Resultados, por RT-PCR em tempo real, da presenca de AlV dos
subtipos H2, H3 e H4 isolados em placa de Imunocaptura com
anticorpos de captura obtidos a partir de AIV H2 e H3 Os testes
foram realizados em triplicata e os valores apresentados referem-
se a media dos Ct obtidos, que possuem DP<0,50. Legenda: Ct:

“Threshould Cycle”; DP: desvio padrao.

Diluicéo AlV H2 AlV H3 AlV H4
1072 24,73 25,21 27,70
102 27,20 30,52 31,99

* Os valores apresentados referem-se ao Ct, que
foram considerados positivos para AlV os valores de
Ct abaixo de 35 e suspeitos o0s valores acima de 36.

As etapas de blogueio das cavidades da microplaca, lavagem da amostra

apos a incubacgdo ‘overnight’ em microplaca de imunocaptura e a desnaturagado do

virus quando nado efetuadas como descrito no procedimento padronizado final,

foram negativas na RT-PCR em tempo real. Os demais parametros com

resultados ndo descritos ndo promoveram melhora significativa no método ou néo

tiveram variacdo. O resumo dos diferentes parametros testados esta descrito na

Tabela 7.
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Tabela 7. Descricdo dos parametros testados para a otimizacdo do método

de

Imunocaptura RT-PCR em AIV. As areas em cinza

correspondem as opc¢Oes adotadas por apresentarem melhor
resultado. Legenda: LPS: leite em po soluvel; BSA: soro albumina

bovina.
Desnaturagao do Virus
Combinagao Diluicédo BIo_quelo Tratamento Lavagem da
de cavidades .
Soro ; Pré-Amostra Amostra
Soros microplaca
Eluicdo Tratamento
Térmico
.soro total anti
.sem tratamento
H2 . PBS Tween
20 0,05% +
H20 destilada A
. AGUA
. 0
.1:50 LPS 1% ULTRAPURA
.PBS Tween 20 .80C:
fracdo gama 0,05% 10min
globulina do
soro anti H3 . PBS Tween
20 0,05% +
~a
.PBS Tween 80 Tampao
0,05%
.soro total anti - a
H2 .1:200 BSA 1% . Tampéao
+ . ~ Sem
- 0, a
fragio gama .Triton X-100 0,5% . Tampéao tratamento
globulina do
soro anti H3

& Tampao é constituido por: Tris 20mM + MgCI2 2,5mM + KCI 75mM
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5.2 Determinacgéo da especificidade analitica

A especificidade da técnica de IC-RT-PCR convencional e em tempo real
foi comprovada através da amplificacdo de fragmento especifico do gene M em
suspensao de LCA contaminada com a estirpe H2N2 do AIV. N&o houve
amplificacdo de produto gendémico para 0s oito virus aviarios néo relacionados ao
AlV, isto é, as estirpes H-120 e Ma5 do virus de Bronquite Infecciosa, as estirpes
LaSota e HB1 do virus da doenca de Newcastle e as estirpe Lukert, S706 e 228E
do virus da doenca de Gumboro. O resultado da especificidade analitica da IC-RT-

PCR encontra-se na Figura 3.

200b
2000p

Figura 3. Analise de especificidade do IC-RT-PCR convencional, usando
primers MF3/cdc e MR-1l/cdc. Legenda: (M) Marcador 100bp
(Invitrogen), (1) Virus de Bronquite infecciosa estirpe H-120, (2)
Virus de Bronquite infecciosa estirpe Ma5, (3) Virus da doenca de
Newcastle estirpe La Sota, (4) Virus da doenca de Newcastle
estirpe HB1, (5) Virus de Gumboro estirpe Lukert, (6) Virus de
Gumboro estirpe S706, (7) Virus de Gumboro estirpe 228E, (8)
Controle negativo, (9) Virus de Influenza aviaria.
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5.3 Avaliacdo da Sensibilidade Analitica

As analises em RT-PCR convencional com LCA infectado com a estirpe
H2N2 do AIV tiveram produto amplificado até a diluicdo 10 para a técnica de
imunocaptura e com o kit AMBION e até a diluicdo 10® para as amostras

extraidas com Trizol e MagNA Pure (Figura 4).

Figura 4. Avaliacdo da sensibilidade analitica do IC-RT-PCR convencional
em relacdo a diluicdes seriadas do AlIV H2N2 padrao. O LCA foi
submetido a diluicdes seriadas de razdo 10 (10° a 10%). Legenda:
(M) Marcador 100bp (Invitrogen), (C(,)) Controle negativo.

Para a avaliacdo da sensibilidade analitica em suabes cloacais e traqueais
contaminadas experimentalmente e submetidas a RT-PCR convencional a
deteccdo foi até a diluicdo 10 para a técnica de imunocaptura e para a extracao
com o kit extracdo AMBION e até a diluicdo 10 para as amostras extraidas com
Trizol e MagNA Puré, as quais equivalem a 0,1 e a 0,01 unidades hemaglutinantes
(UHA). Os resultados do RT-PCR convencional das analises com LCA e com

suabes de cloaca e traquéia encontram-se descritos na Tabela 8.



Tabela 8. Comparacdo do
métodos de extracdo de RNA em LCA e suabes de traquéia e
cloaca de aves SPF, contaminadas AlV H2N2 padrdo em diluicdes
seriadas (107 a 10°). Legenda: Ag: AIV H2N2 padrdo; UHA:
unidade hemaglutinantes; LCA: liquido coério-alantoide; IC:
Imunocaptura; MP: MagNA Pure LC; AMB: Ambion; TR: Trizol.

IC-RT-PCR convencional
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com diferentes

LCA SUABE TRAQUEIA SUABE CLOACA
UHA
IC MP | AMB | TR IC MP | AMB TR IC MP | AMB TR
Ag 107? 1 POS POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS
Ag 10°° 0,1 POS POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS | POS
Ag 10" 0,01 NEG POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS | NEG | POS
Ag 10° | 0,001 NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
Ag 10°° | 0,0001 NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

O resultado em RT-PCR em tempo real com LCA infectado com o AlV

H2N2 padréo do AlV foi positivo até a diluicdo 10™ para a técnica de imunocaptura

e com o kit AMBION e até a diluicdo 10™ para as amostras extraidas com Trizol e
MagNA Pure.
A sensibilidade analitica de suabes traqueais e cloacais em RT-PCR em

tempo real foram positivos até a diluicdo 10 na técnica de imunocaptura e na

extracdo com o kit extracdo AMBION e até a diluicdo 10° com as extracdes de

RNA com Trizol e com MagNA Pure, as quais equivalem a 0,01 e a 0,001

unidades hemaglutinantes (UHA). Os dados das analises em LCA e em suabes

encontram-se descritos na Tabela 9.
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Tabela 9. Comparacdo do IC-RT-PCR em tempo real com diferentes

métodos de extracdo de RNA em LCA, suabe de traguéia e suabe
de cloaca de aves SPF, contaminadas com o AlV H2N2 padrdo em
diluicBes seriadas (102 a 10°). Os valores apresentados referem-
se ao Ct. Sao positivos os valores de Ct abaixo de 35 e a partir de
36 as amostras sdo consideradas suspeitas para a presenca de
AlV. Legenda: Ag: AIV H2N2 padrdo; UHA: unidade
hemaglutinantes; IC: Imunocaptura; MP: MagNA Pure LC; AMB:
Ambion; TR: Trizol; LCA: liquido corio-alantéide.

LCA SUABE TRAQUEIA SUABE CLOACA
Diluicdes UHA
IC MP AMB TR IC MP AMB TR IC MP AMB TR
Ag 1072 1 29,40 23,66 | 29,49 | 24,97 30,41 | 25,55 | 30,48 | 21,36 | 31,00 | 25,73 | 27,15 | 23,47
Ag 1073 0,1 32,22 27,81 | 33,47 | 30,11 31,88 | 31,38 | 35,38 | 26,47 | 34,07 | 30,93 | 31,98 | 28,71
Ag 10™ 0,01 33,53 30,23 | 34,69 | 34,12 NEG 37,24 | NEG | 32,58 | NEG | 37,39 | NEG | 32,96
Ag 10° 0,001 NEG 34,05 NEG 35,86 NEG NEG | NEG | NEG NEG NEG NEG NEG
Ag 10 | 0,0001 | NEG NEG NEG NEG NEG NEG | NEG | NEG NEG NEG NEG NEG

* Os valores apresentados referem-se ao Ct, que foram considerados positivos para AlV os

valores de Ct abaixo de 35 e suspeitos o0s valores acima de 36.

Em resumo, os resultados obtidos com a imunocaptura e com a extracao

com o kit AMBION foram iguais, sendo que para AlV presente na suspensao de

LCA o limite de deteccdo correspondeu a diluicdo 10, (0,01 UHA) enquanto que

para os suabes cloacais e traqueais eles foram 10 vezes menores e alcangaram

até a diluicdo 107°. (0,1 UHA) Estes resultados podem ser observados na Tabela

10.
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Tabela 10. Limites de deteccdo de amostras de LCA, suabe de traquéia e
suabe de cloaca experimentalmente contaminadas com AlV H2N2
padrdo com diferentes métodos de extracdo de RNA, com posterior
analise em RT-PCR em tempo real. Legenda: IC: Imunocaptura;

MP: MagNA Pure LC; AMB: Ambion; TR: Trizol.

LCA Suabe de Traquéia Suabe de Cloaca
IC 10* 1073 1073
MP 10° 10* 10*
AMB 10* 1073 1073
TR 10° 10* 10*

As vantagens e desvantagens de alguns dos principais parametros

observados durante a padronizagdo do método de Imunocaptura e com a

comparacao dos diversos métodos de isolamento de RNA, para posterior andlise

em RT-PCR em tempo real, utilizados neste trabalho estdo descritas na Tabela

11.




Tabela 11. Vantagens e desvantagens observadas nos métodos de

extracdo de RNA e no método de Imunocaptura.

Parémetro IMUNOCAPTURA IMAGNA PURE® AMBION® TRIZOL®
Amostras/ Microplaca Placa especial Microplaca Microtubo
corrida (96 amostras) (32 amostras) (96 amostras) (poucas)
Habilidade do
Média Pouca Média Alta
operador
Tempo do _ _ ) )
Médio Baixo Baixo Médio
processo
Contaminacgéo ] . .
Baixa Baixa Baixa Alta
cruzada
Reagentes - ~ ~
o NAO NAO NAO SIM
toxicos
Sensibilidade BOA OTIMA BOA OTIMA
Custo BAIXO ALTO ALTO BAIXO
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VI. DISCUSSAO

No presente estudo um método prético de imunocaptura para a obtencao
de RNA viral a partir de suspensdes brutas de liquido cério-alantoide, ou de
suabes traqueais ou cloacais foi adaptado e padronizado para a deteccéo do virus
de Influenza aviéria.

Ao contrario dos métodos tradicionais, baseados na detec¢do de genoma
viral, a técnica de IC-RT-PCR foi concebida para detectar o RNA viral liberado a
partir dos capsideos virais capturados na superficie das cavidades de um suporte
sélido (microplaca de poliestireno). A técnica de IC-RT-PCR foi desenvolvida e
aplicada com sucesso para a deteccéo de varios patégenos virais (GALL-RECULE
et al., 2001; LUNELLO et al., 2004; KOGOVSEK et al., 2008; PIZA, 2008).

Para a aplicacdo deste método na deteccdo do AIV foi necesséaria a
modificacdo e otimizacdo de varias etapas. Alguns dos procedimentos adotados
na padronizacéo realizada no presente estudo nao diferiram muito da literatura
como por exemplo o numero de lavagens apds a incubagdo da amostra na
imunoplaca. Assim como Gall-Reculé et al (2001) e Piza (2008) que trabalharam
com amostras de orgdos o PBS Tween 20 foi a solucdo que proporcionou
melhores resultados, apesar de ter sido suficiente apenas metade do niumero de
vezes que estes autores lavam a placa, o que acarreta em uma rapidez um pouco
maior nesta etapa, sendo também vantajosa essa mudanca aqui adotada, ao se
considerar que o processo de pipetagem e o cuidado necessario para evitar
contaminagao cruzada. Jansen et al (1990) e Graff et al (1993) que trabalharam
com amostras contendo fezes, e portanto semelhantes as suabes de cloaca,
tiveram que fazer 5 ou 6 lavagens e no lugar de PBS Tween 20 usaram um
tampdo de composicado diferente, talvez por trabalharem com virus nao
envelopados. Essa solucdo de tampao de lavagem também foi testada em nosso
estudo e ao invés de terem sido obtidos resultados melhores, ela resultou em

auséncia de visualizacdo de sinal de amplificacdo ao final da RT-PCR, tanto
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realizada pelo método convencional quanto por tempo real. Talvez o numero
excessivo de lavagens para uma amostra que nao tenha tanta sujidade, quanto as
utilizadas por estes autores tenha eliminado as particulas virais de Influenza ou
alguma outra modificacdo de na incubacdo da amostra permita a utilizacado deste
tampdo por tantas vezes, passo que pode ser (til quando a pesquisa viral for
necesséaria em amostras com tal concentracéo de residuos e contaminantes.

Uma etapa crucial para a Imunocaptura do AlV funcionar é a desnaturacao
do virus. Aparentemente nem todo virus precisa desta etapa, no procedimento de
imunocaptura. O virus de Bl por exemplo, Piza (2008) realizou a transcricdo
reversa imediatamente ap0s a imunocaptura com resultados satisfatérios, o que
nao ocorreu com o AlV, onde o aquecimento de 50°C para a transcricao reversa
nao foi suficiente para o rompimento do envelope viral, nos testes nos quais esse
passo foi suprimido o resultado foi 100% negativo, independente da concentragao
de antigeno presente na amostra ou no controle positivo. Apenas com a
desnaturacdo, em agua ultra-pura com inibidor de RNAse, a 80°C por 10 minutos
€ que foi possivel a liberagcdo do RNA viral e sua utilizacdo no diagnéstico por RT-
PCR.

Outro procedimento adotado foi o pré-tratamento da amostra, 0 que parece
ainda pouco usual para outros virus. Gambley et al (2009), que trabalhou com um
ampelovirus responsavel pela doenca da murcha do abacaxi, fez extratos de
pequenas fracdes das amostras de folha de abacaxi com uma solugéo contendo
Triton X-100 4%, j& que necessitava de um detergente forte para romper a cuticula
foliar e as células do parénquima. O teste utilizando Triton X-100 foi o que
forneceu piores resultados, confirmando que o Triton x-100 € mais indicado para
lise de células vegetais ricas em lipideos e que deve ser evitada quando o virus se
encontra em suspensdo. O detergente mais eficiente para o preparo prévio foi o
PBS Tween 20 0,05%, resultado também encontrado por Gall-Reculé et al (2001),
que usou esta estratégia no diagnostico do virus da doenca hemorragica de
coelhos a partir de exudato de figado, uma amostra também com bastante

residuos, porém de mais facil lise.
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O uso da preparagao de anticorpos de captura composta pela combinagao
de soros anti-H2 e a fracdo imunoglobulina anti-H3 foi adotado apenas para a
tentativa de ampliacdo de espectro de acéo da captura de particulas virais, ja que
nao houve diferenca significativa da sensibilidade com a utilizacdo de soros anti-
H2 ou anti-H3. Apesar de que a sensibilidade parece nao estar diretamente ligada
as diferencas na hemaglutinina e sim aos antigenos mais conservados
constituidos pela proteina de nucleocapsideo e pela glicoproteina de matriz, pois o
soro com anticorpos produzidos a partir de AIV dos subtipos H2 e H3 foram
capazes de capturar AlV H4, como demostrado nos resultados. A diferenca no
valor dos Cts ndo pode ser usada com seguranga para discussdo do aumento de
sensibilidade para um ou outro subtipo pois, apesar dos AlV estarem na mesma
diluicdo, possuem titulos virais distintos, o que inclusive parece influenciar mais
nesta diferenca do que a origem do anticorpo de captura. Além disso, para uma
analise mais aprofundada deste aspecto poderia ser feita a utilizagdo de
anticorpos monoclonais que podem trazer um aumento de sensibilidade para um
subtipo especifico, estratégia ja utilizada por Nolasco et al (1993), em deteccao
de virus fito-patogénicos. Um exemplo ainda mais aplicado de tais tipos de imuno-
reagentes, seria a utlizagdo da Imunocaptura com um grupo de anticorpos
monoclonais especificos para a deteccdo de subtipos de maior prevaléncia em
aves migratorias, os AlV H2, H3 e H4 que serviriam para o0 monitoramento de aves
migratorias, gerando uma base de dados valiosa para o estudo epidemioldgico da
influenza aviaria e possibilitando inclusive seu isolamento para posterior
sequenciamento e analises filogenéticas.

Os demais parametros de padronizacdo da técnica que foram citados e
cujos resultados ndo foram descritos ndo promoveram melhora significativa no
método ou nédo tiveram variagao.

Quanto a sensibilidade analitica, o limite de detec¢do para o RNA extraido
de suspensdes de LCA infectadas com o AlV foi dez vezes maior para as técnicas
ja padronizadas utilizando o Trizol ou o MagNA pure do que para as técnicas de
imunocaptura e com base no kit Ambion. Essa mesma diferenca foi observada no

teste das amostras de suabes traqueais ou cloacais contaminados com o AlV,
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exceto que houve a reducao de uma diluicdo de razdo 10, no limite de deteccao
para quaisquer das quatro técnicas de extracdo do RNA avaliadas nesse estudo.
Nesse contexto, a da analise do LCA dos ovos SPF inoculados no isolamento
viral, podem adiantar o diagnostico, pois em caso positivo as amostras podem ser
encaminhadas para a caracterizagao viral, destacando que o resultado somente
sera oficial apdés a realizagdo de trés passagens em ovos SPF embrionados
(Manual OIE, 2004; MAPA, 2009).

Os resultados obtidos pela amplificacdo do gene M do AlV através da RT-
PCR em tempo real mostrou que ambos os métodos apresentaram sensibilidade
equivalente, e tiveram o mesmo limite de deteccdo minimo (resultado positivo até
a diluicdo 10™ da suspensdo do LCA contaminado com o AlV). Nesse contexto,
deve-se considerar que um resultado bastante similar ao obtido neste trabalho, foi
relatado no estudo de DAS et al (2009), no qual seis métodos de extracdo de RNA
de AIV H5N1 foram comparados e o kit MagMAX teve um excelente resultado com
amplificacdo do gene M em RT-PCR em tempo real até a diluicio 10 de
suspensao de AlV em LCA.

Dentre as possiveis desvantagens dos métodos ja padronizados para a
extracdo de RNA viral a serem empregados na técnica de RT-PCR, destaca-se a
necessidade de procedimentos envolvendo, ou o uso de solventes organicos
como o fenol (método do Trizol), ou métodos caros como 0s representados pelos
kits comerciais usando colunas de afinidade (por exemplo os kits: RNeasy Mini Kit
e QlAamp Viral RNA Mini Kit, ambos produzidos pela QIAGEN®), ou entdo
“beads” magnéticas com afinidade para os acidos nucléicos (por exemplo o kit
MagMAX — Ambion e o Magnapure - Roche). Na verdade, o que se constata €
que, com o objetivo de contornar algumas dessas dificuldades e tornar o processo
mais pratico e rapido, estdo disponiveis diversos kits comerciais para a extracdo
de RNA de amostras biolégicas sem a necessidade de concentrar ou purificar
previamente 0s virus porventura ai presentes, sendo que alguns deles inclusive
foram aplicados de forma bem sucedida para o AlV (DENG et al, 2005; TEWARI et
al, 2007; DAS et al, 2009). No entanto, a utilizacdo desses kits € cara,

especialmente quando for necessario o processamento de um maior nimero de
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amostras e a aquisicdo por importagdo (NOLASCO et al, 1993; GALL RECULE,
2001; KOGOVSEK et al, 2008).

Assim, a utilizacdo da metodologia de imunocaptura seria Util e eficaz para
a deteccdo do AIV presente em determinados tipos de amostras como LCA e
suabes traqueais e cloacais, obtidos de galinhas ou de aves silvestres e que
contém usualmente compostos organicos complexos e com potente atividade
inibidora da PCR. Além disso, a técnica de IC-RT-PCR evita o uso de fenol ou de
outros solventes organicos e atua na eliminacéao de substancias inibitérias da PCR
gue, segundo SUAREZ et al (2007) podem estar presentes em amostras
bioldgicas brutas, tendo ainda a vantagem de ser mais barata do que os demais
procedimentos de extracdo de RNA (JANSEN et al, 1990; WETZEL et al, 1992;
GRAFF et al, 1993; NOLASCO et al, 1993; GALL RECULE et al., 2001; YU et al.,
2005).

Ademais, a técnica de imunocaptura RT-PCR combina as vantagens do
RT-PCR com métodos mediados por anticorpos, havendo na literatura diversos
casos de sucesso de deteccao pela técnica de RT-PCR de genes de RNA virus
através da utilizacdo da técnica de imunocaptura, como por exemplo para o virus
da hepatite A descrito por JANSEN et al. (1990) e por GRAFF et al. (1993), do
enterovirus por pesquisa realizada por SHEN et al. (1997) e do virus da Bronquite
Infecciosa das aves por Montassier et al., (2006) e PIZA (2008). Este 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 GALL-RECULE et al. (2001) e KOGOVSEK
et al. (2008) para microplacas de poliestireno, seguindo-se as recomendacdes de
YU et al. (2005), a fim de simplificar os passos das lavagens da superficie sdlida
de captura desta reacao. Estas modificagdes, principalmente o uso de microplacas
com 96 cavidades, possibilitam maior rapidez e simplicidade para o
processamento de um grande namero de amostras.

Amostras de suabes traqueal e cloacal sdo indicados pela OIE para o
diagnostico laboratorial da infecgdo pelo AlV, especialmente em aves sem sinais

clinicos de infeccdo ativa ou para andlise em protocolos de vigilancia ativa, em
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adicdo as amostras de tecidos e/ou 6rgdos de aves suspeitas da infeccdo. Os
suabes se constituem nas formas mais comumente utilizadas para deteccdo do
AlV (MALIK et al., 2004; KARLSSON et al.,, 2007; TEWARI et al., 2007 e
ALEXANDER, 2008), tanto para coletas de rotina destinadas a monitoria ativa,
como passiva da infec¢do pelo AlV. Dessa forma, € interessante destacar que a
técnica de IC-RT-PCR e o protocolo utilizando extragdo de RNA por ‘beads’
magneéticas (AMBION) tiveram o mesmo limite de deteccdo em RT-PCR em tempo
real tanto em suabes de cloaca como de traquéia, chegando a amplificar até as
amostras com diluicdo 10™, sendo que a primeira metodologia pode ser utilizada
em condi¢cdes mais simples de laboratério, ndo exigindo, por exemplo, o uso de
centrifugacédo, bastando o laboratério contar com uma estrutura base para
processamento da técnica de ELISA. Os protocolos utilizando isolamento de
acidos nucléicos com reagente organico (Trizol®) e com o método de extracédo
automatizado (MagNA Pure®) detectaram uma diluicdo a mais (10™) para as
suabes de cloaca e traquéia, mas deve-se atentar que apesar do limite de
deteccao coincidir com o obtido com a extracdo com Trizol, o valor do Ct foi acima
de 36, valor considerado suspeito. Esse valor de Ct considerado suspeito, com a
extragdo com o MagNa Pure, aparece tanto para suabe cloacal quanto para
traqueal. Esta diferenca sugere que o tipo de amostra, com caracteristica alta
prevaléncia de contaminantes e outros acidos nucléicos em geral e a utilizacao de
um kit para extracdo de acidos nucléicos totais, usado como padrdo pelo 6rgéo
oficial do MAPA (Lanagro/SP) possui uma influéncia significativa sobre esta
técnica.

Ainda ao se considerar os diferentes métodos disponiveis para a extracdo
de RNA do AlV pode-se destacar algumas vantagens e desvantagens para cada
uma delas. Dentre as vantagens podem ser destacado que os métodos que
utilizam microplacas, devido a facilidade de manipulacdo de um maior numero de
amostras por vez, como € o caso da Imunocaptura e do kit da Ambion, permitem o
processamento de até 96 amostras em uma unica corrida de processamento. A
habilidade necessaria para o processamento das técnicas varia bastante de uma
para outra. Enquanto que para a realiza¢cdo da Imunocaptura e do kit da Ambion é
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necessario apenas um treinamento basico para pipetagem, que se consitui em
uma etapa critica do processo e essencial para a obtengcdo de bons resultados,
para a extracdo de RNA com Trizol, € necessario um pouco mais de habilidade do
operador e atencdo a todas etapas, com destaque para a transferéncia da fase
aquosa na separacdo da organica e ao secar o pellet, onde o RNA ja esta
precipitado e em geral ndo é facilmente visivel a olho nu. Por outro lado, a
extracdo com o kit MagNa pure requer apenas a colocacdo das amostras e dos
reagentes no equipamento automatizado e uma programacéao bastante simples do
software, deixando o operador livre para outras atividades dentro do laboratorio
engquanto o equipamento sozinho realiza a extragdo, 0 que ndo ocorre nos outros
meétodos. A presenca de um técnico especializado para a extragdo com Trizol é
obrigatoria, devido as varias manipulacfes necessarias e a quantidade limite para
processamento € limitada de acordo com a capacidade de tubos da centrifuga,
além do risco de contaminacédo cruzada e da utilizagdo de reagentes toxicos (trizol
e cloroformio). O kit Ambion e a Imunocaptura sdo metodos relativamente rapidos.
O kit Ambion tem tempos de incubacédo rapidos ndo passando de 5 minutos e
podendo ser realizada uma corrida em cerca de 40 minutos, por trabalhar com
microplacas o rico de contaminacdo cruzada diminui e o resultado é bastante
satisfatorio. A Imunocaptura, apesar de ter etapas “overnight”, podem ser
previamente preparadas, fazendo com que o tempo em que o operador deve estar
presente, durante, as etapas subseqientes ndo seja muito grande, 0 que permite
a realizagdo de outras atividades no laboratério. A contaminagéo cruzada entre as
amostras também é baixa no método de IC, em razdo do uso de microplaca e, em
adicao a isso tudo, o custo é o mais baixo dentre todos os métodos de extracao
empregados nesse estudo, principalmente se o laboratério tiver auto-suficiéncia
para a producdo do antissoro. A extragdo com Trizol também é relativamente
barata, ja que utiliza reagentes bastante comuns de laboratério. Alguns aspectos
relacionados as vantagens e desvantagens dos meétodos de extracdo de RNA com
Trizol e imunocaptura sado contrastantes quando comparados aos kits comerciais,
isto &, o kit da Ambion por tratar-se de um produto importado e especifico para
deteccdo dos virus de Influenza e Newcastle e no caso do kit MagNA Puré
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(ROCHE), por que todos o0s insumos e reagentes sao especificos e
comercializados exclusivamente por uma empresa, que determina os altos precos
do equipamento, dos insumos e do servico de manutencdo, essenciais para se
alcancar e manter um elevado padréao de qualidade dos resultados finais obtidos.

Em resumo, algumas vantagens mais evidentes da técnica de IC-RT-PCR,
sdo a reducdo do numero de passos, a minimizacdo do risco de contaminacao
entre amostras, por evitar a manipulacdo de produtos toxicos usados na extracao
de RNA viral, como no caso do uso de reagente caotropicos, e de proporcionar
uma maior rapidez na execug¢ao e na obtencdo de resultados tal como haviam
relatado Jansen et al. (1990).

Pode-se inferir 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 detecgdo de AlV presentes em amostras de LCA ou em amostras de suabes
cloacal e tragueal infectadas experimentalmente, como a técnica de RT-PCR em
tempo real.

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 diagndstico direto do virus da influenza aviaria, mesmo por

laboratorios dotados de uma infra-estrutura mais simples.
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VIl. CONCLUSAO

A técnica apresentada neste trabalho foi especifica para a detec¢do do AlV
nas técnicas de RT-PCR convencional e de RT-PCR em tempo real, ndo havendo
amplificacdo quando testado frente a amostras contendo RNA virus nao
relacionados ao AlV, como o virus da doenca de Newcastle, o virus da Gumboro
ou o virus da bronquite infecciosa das aves. O método de imunocaptura associado
com RT-PCR convencional ou com RT-PCR em tempo real obteve sensibilidade
analitica equivalente a métodos de extracdo de acidos nucléicos utilizados nos
laboratorios de referéncia para diagnostico de Influenza aviaria.

Embora mais pesquisas sejam necessarias para testar outros subtipos de
AlV e outros tipos de amostras, como sangue e tecidos, bem como amostras de
campo de frangos, galinhas de postura, reprodutores mantidos em criacdes
avicolas comerciais e também em aves silvestres aquaticas, o procedimento
descrito neste estudo revelou ser util e eficiente para o diagndéstico laboratorial e
para a realizacdo de estudos epidemioldgicos, por ser um método relativamente
rapido e muito facil de executar e que permite uma deteccéo eficiente, sensivel e
especifica da AIV por RT-PCR, mesmo em amostras ricas em substancias
inibidoras da PCR, como € o caso de amostras de suabe cloacal.

Finalizando, 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 AlV.



a7

VIII. CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de IC-RT-PCR é eficiente para ser usada no diagnéstico direto do
AlV.

A sensibilidade e especificidade analitica da técnica IC-RT-PCR para a
deteccdo do AlV foi idéntica ao do método de RT-PCR utilizando o método de
extracdo AMBION e similar a que foi encontrada pelos métodos de extracdo com
TRIZOL ou com o kit MagNA Pure.

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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