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DESENVOLVIMENTO DA TECNICA DE RT-PCR-ELISA PARA A DETECCAO DO
VIRUS DA BRONQUITE INFECCIOSA DAS AVES (VBI)

RESUMO

Um método de diagndstico baseado na associacdo entre as técnicas de RT-PCR
e ELISA foi desenvolvido para a deteccdo do virus da bronquite infecciosa das aves
(VBI). Inicialmente, a especificidade e a sensibilidade analiticas dessa técnica, bem
como dos métodos de RT-PCR e Nested-RT-PCR, foram determinadas, tendo-se
demonstrado, para o primeiro parametro, apenas a deteccdo do VBI, enguanto que
outros virus heterdlogos aviarios testados, tais como pneumovirus aviario (APV / estirpe
do grupo B), virus da doenca de Newcastle (NDV / estirpe La Sota) e virus da doenca
de Gumboro (GDV - estirpe Lukert), ndo foram detectados. Quanto a avaliacdo da
sensibilidade analitica dos métodos empregados neste estudo foi constatado que o RT-
PCR-ELISA demonstrou ser 10 vezes mais sensivel do que a RT-PCR, enquanto que a
reacdo de NestedPCR foi 100 vezes mais sensivel que a RT-PCR e 10 vezes mais
sensivel que o RT-PCR-ELISA. A técnica de RT-PCR-ELISA, juntamente com 0s outros
dois métodos de biologia molecular, foram aplicadas para a deteccdo das estirpes H-
120 e A034 do VBI, em amostras de pulmdo e traquéia obtidas de aves
experimentalmente infectadas com essas duas estirpes virais. Os resultados obtidos
nos diferentes métodos de biologia molecular foram comparados entre si e com a
técnica padrdo de isolamento viral em ovos embrionados, verificando-se que o RT-
PCR-ELISA revelou-se tdo especifico quanto as técnicas de isolamento viral e Nested-
PCR, porém foi menos sensivel do que esses mesmos métodos na deteccdo do VBI. A
técnica de RT-PCR-ELISA, utilizada pela primeira vez para o VBI, demonstrou o
potencial de se constituir uma alternativa viavel para um diagnosico direto mais rapido

e especifico do VBI.

Palavras-Chave: bronquite infecciosa das aves, diagnostico, Nested-PCR, PCR-ELISA,
RT-PCR, VBI



DEVELOPMENT OF REVERSE TRANSCRIPTION - PCR - ELISA FOR THE
DETECTION OF INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS (IBV)

SUMMARY

A molecular biology method for the detection of avian infectious bronchitis virus
(IBV) was developed combining the reverse transcription and polymerase chain reaction
(RT-PCR) with the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Firstly, the analytical
specificity and sensitivity of RT-PCR-ELISA, RT-PCR and Nested-RT-PCR were
assessed. The specificity of these methods were confirmed since only IBV was
detected, while other heterologous avian viral pathogens such as pneumovirus (Group
B), Newcastle disease virus (LaSota strain) and gumboro disease virus (Lukert strain)
were not detected by these techniques. The sensitivity of these methods was
established, indicating that the RT-PCR-ELISA was about ten times more sensitive than
conventional RT-PCR, while Nested-PCR was a hundred more sensitive than RT-PCR
and ten times more sensitve than PCR-ELISA. The RT-PCR-ELISA and the two
molecular biology methods were also applied for the detection of IBV strains H-120 and
AO034, in lung and tracheal tissue samples collected from experimentally infected
chickens. The results of these different methods were also compared with the standard
diagnostic technique, the virus isolation in chicken embryonated eggs, showing that RT-
PCR-ELISA was as specific as virus isolation and Nested-PCR, however it was less
sensitive than these methods for the IBV detection. The RT-PCR-ELISA, applied for the
first time for IBV detection and direct diagnosis in tissue samples, can be potentially

applied as an useful alternative for the rapid and specific diagnosis of IBV.

Keywords: avian infectious bronchitis virus, diagnosis, Nested-PCR, PCR-ELISA, RT-
PCR, IBV



1. INTRODUCAO

A bronquite infecciosa das aves € uma doenca viral, de carater agudo, altamente
infecciosa e comum em paises com grandes plantéis de aves comerciais. Esta
enfermidade foi descrita pela primeira vez em 1930, nos Estados Unidos, como uma
doenca respiratoria aguda, acometendo principalmente aves jovens. A etiologia viral foi
estabelecida e o patégeno foi denominado virus da bronquite infecciosa das aves (VBI),
gue é um virus cujo genoma € constituido por RNA de fita simples e polaridade positiva,
classificado como membro do género Coronavirus, dentro da familia Coronaviridae.

Os métodos convencionais para 0 diagnéstico do VBI sédo baseados no
isolamento viral em ovos embrionados ou em cultura de o6rgdo traqueal, seguido da
técnica de virus-neutralizagdo, porém tais procedimentos Sa0 onerosos e muito
demorados.

Com o advento da reacdo de PCR, vérias metodologias foram desenvolvidas
para a deteccdo, identificacdo e diferenciacdo do VBI. Nesse sentido, a reacdo de RT-
PCR, isoladamente ou em conjunto com outras técnicas de biologia molecular, tais
como 0 mapa gendmico por enzimas de restricio ou 0 sequenciamento de nucleotideos
do genoma viral, tem sido amplamente utiizada como um meio de diagnéstico rapido,
preciso e sensivel nas infeccbes com este virus.

A fim de aumentar a sensibilidade da técnica de RT-PCR na detec¢do do VBI, foi
desenvolvida a reacdo de Nested-PCR. Porém o enorme risco de contaminacdo com 0s
fragmentos de DNA amplificados de amostras teste tem tornado esta técnica mais dificil
de ser aplicada e rotineiramente adotada.

Alternativamente, os produtos amplificados no PCR podem ser analisados por

uma combinagdo do método de hibridizagdo de acidos nucléicos com técnicas



imunolégicas semelhantes as empregadas em ensaios imunoenzimaticos. Tal
metodologia, conhecida com PCR-ELISA, apresenta uma série de vantagens, tais como
alta sensibilidade, especificidade e rapidez. Ainda, este método foi pioneiramente
empregado no diagnostico de doengas virais humanas e ndo ha estudos versando
sobre a montagem e a padronizacéo desta técnica para o diagnostico do VBI.

Diante disso, o presente estudo foi formulado com o objetivo de desenvolver o
metodo de RT-PCR-ELISA para detectar o VBI em amostras de tecidos e fuidos
biolégicos de aves experimentalmente infectadas. Para tanto, estabeleceu-se a
sensibilidade e a especificidade desta técnica em relacdo aos métodos de RT-PCR e
Nested-RT-PCR, comparando o desempenho desses métodos entre si e com a técnica

padrao de isolamento viral em ovos embrionados de galinha.



2. REVISAO DE LITERATURA

Segundo a Organizacdo Internacional de Epizootias, a bronquite infecciosa (Bl) é
uma doenca aguda e altamente contagiosa de aves, caracterizada primariamente por
sintomas respiratorios (OIE, 2000). Esta enfermidade esta distribuida mundialmente e
varias estirpes tem sido isoladas (COOK, 1984; DARBYSHIRE, 1978; DAVELAAR,
KOUWENHOVEN & BURGER, 1984; DOl et al., 1982; LOHR, 1975).

A Bl foi observada pela primeira vez em 1930, no estado norte-americano de
Dakota do Norte, sendo descrita por SCHALK & HAWN (1931). No Brasil, a doenca foi
diagnosticada inicialmente por HIPOLITO (1957).

O virus da bronquite infecciosa (VBI), agente etiologico desta doenga, pertence a
ordem Nidovirales, familia Coronaviidae e ao género Coronavirus (grupo Il
(CAVANAGH, 1997; CAVANAGH et al., 1994). Esse virus possui envelope lipo-protéico,
apresenta o capsideo com simetria helicoidal e o didmetro do virion completo entre 90 a
200 nandmetros (nm). O genoma do VBI ¢é composto por uma fita de RNA simples,
ndo segmentada, com sentido positvo e 27,6 Kilobases (Kb) de comprimento
(BOURSNELL et al., 1987). Trés diferentes genes sdo 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) (CAVANAGH, 1981; LAl
& CAVANAGH, 1997; SIDDELL, WEGE & TER MEULEN, 1982; 1983; STERN &
KENNEDY, 1980; STERN & SEFTON, 1982, STURMAN & HOLMES, 1983; STURMAN,
HOLMES & BEHNKE, 1980).

A proteina do nucleocapsideo (N) esta intimamente relacionada com o RNA
gendmico e apresenta sequéncias altamente conservadas, ocorrendo pequenas
variacbes entre as varias estirpes do VBI (BOURSNELL et al, 1985; BOURSNELL et
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al., 1987, CAVANAGH, 1995). Esta proteina desempenha também um importante papel
na replicacdo viral, pois interage com a sequéncia lider do RNA, facilitando a sintese de
RNA mensageiro, além de combinar-se com RNA gendmico viral para formar um
nucleocapsideo de simetria helicoidal (LAUDE & MASTERS, 1995).

A dlicoproteina M (da membrana) tem importancia no processo de recombinacéo
natural que ocorre entre os diferentes sorotipos do VBI e é essencial para a producao
das particulas virais (DI FABIO & ROSSINI, 2000; LAl & CAVANAGH, 1997).

A glicoproteina S é a estrutura que forma um conjunto de projecdes no
envoltorio externo viral formando uma proeminente coroa na superficie do envelope
viral e € composta de duas subunidades, S1 com 520 aminoacidos e S2 com 625
aminoécidos (CAVANAGH & NAQI, 1997). A subunidade S1 conttm a maior parte dos
epitopos indutores de anticorpos virus-neutralizantes e inibidores de hemaglutinacdo
(CAVANAGH et al, 1986; KOCH et al., 1990; PARR & COLLISSON, 1993), ades&o
celular e especificidade sorotipica, enquanto na subunidade S2 foi encontrado apenas
um epitopo envolvido na interacdo com anticorpos neutralizantes (CAVANAGH et al.,
1992; CAVANAGH, DAVIS & MOCKETT, 1988; CAVANAGH, ELLIS & COOK, 1997;
GALLAGHER, PARKER & BUCHMEIER, 1990; KOCH et al, 1990; MOCKETT,
CAVANAGH & BROWN, 1984; NIESTERS et al., 1989). A mutacdo no gene da proteina
S determina 0 surgimento de novos 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 (KUSTERS et al.,1987).

Ha evidéncias de que ocorre recombinacdo natural entre os genomas de
diferentes estirpes do VBI (JIA et al., 1995; KUSTERS et al., 1990; WANG, JUNKER &
COLLISON, 1993). Dessa forma, como consequéncia de mutacOes e de recombinacdes
génicas, aparecem variacdes antigénicas e biologicas entre as diversas estirpes do VBI
(COOK, 1984; DARBYSHIRE et al, 1979; DAWSON & GOUGH, 1971, HOFSTAD,
1958; HOPKINS, 1974).

Ademais, acredita-se que o0 sitio neutralizante mais importante e capaz de
induzir, portanto, anticorpos com maior atividade virus-neutralizante, esta situado na

proteina S (KANT et al, 1992), o qual é essencial no desenvolvimento da protecdo
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imune (IGNJATOVIC & GALLI, 1994). Experimentos de vacinacdo e desafio, sugerem
gque o grau de protecdo cruzada entre as estirpes diminui na medida em que as
diferencas entre suas sequéncias de S1 aumentam (CAVANAGH & NAQI, 1997).

Enfim, deve ficar patente, que a existtncia e mesmo a geragdo continuada de
diferentes estirpes do VBI esta diretamente relacionada com a ocorréncia de fenbmenos
de delecdo, mutacdo e recombinacdo do RNA gendmico viral (CAVANAGH et al.,1992;
GELB, Jr, WOLFF & MORAN, 1991; KUSTERS et al., 1989; LEE & JACKWOOD,
2000). O genoma do VBI facimente sofre mutacdes devido a natureza mais fragil do
RNA em relacdo ao DNA, a necessidade de uma fita complementar de RNA e a
infidelidade da RNA polimerase viral (SUTOU et al., 1988).

O VBI replica-se primeiramente junto a porta de entrada, com maior
predominancia no trato respiratorio superior (traquéia) e inferior (pulmdes) e, apos a
viremia, dissemina-se pelo trato reprodutivo, rins, tecido linféide (DHINAKAR RAJ &
JONES, 1997). Além disto, foi observado que a replicacdo também pode ocorrer no
trato intestinal (DHINAKAR RAJ & JONES, 1996). O VBI ja foi encontrado em amostras
de esbfago, proventriculo, figado, bago, duodeno, jejuno, tonsila cecal, cloaca, bursa de
Fabricio e nas fezes (ALBASSAM, WINTERFIELD & THACKER, 1986; ALEXANDER &
GOUGH, 1977, AMBALI & JONES, 1990; EL-HOUADFI et al, 1986; LUCIO &
FABRICANT 1990; OWEN et al, 1991). A infeccdo no oviduto pode levar a gqueda na
postura, assim como a producdo de ovos defeituosos. Ha estirpes do VBI que podem
ser nefropatogénicas, causando quadros de nefrite aguda, urolitiase e maior
mortalidade (ALBASSAM, WINTERFIELD & THACKER, 1986). Infecgbes secundérias,
causadas por Mycoplasma synoviae e Escherichia coli, associadas a infeccéo pelo VBI,
podem produzir, respectivamente, aerosaculite (HOPKINS & YODER, Jr, 1986) e
mortalidade em aves jovens (COOK, SMITH & HUGGINS, 1986).

Aves de todas as idades sdo susceptiveis a infeccdo pelo \Bl e a transmisséo da
infeccdo por esse virus ocorre por contato direto ou indireto, com morbidade e
mortalidade variando de 5 a 20% (CAVANAGH & NAQI, 1997). Em algumas

circunstancias, as aves acometidas ndo apresentam sintomas clinicos respiratorios, em
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razdo da estirpe viral envolvida, da linhagem e da idade das aves, além das condicOes
ambientais onde tais animais encontram-se alojados.

Os prejuizos econdmicos causados pela Bl ocorrem principalmente devido a
guedas na producdo e qualidade dos ovos nas aves de postura infectadas com o VBI,
mortalidade em aves jovens acometidas, diminuicdo no ganho de peso e na taxa de
conversao alimentar dessas mesmas aves, além de perdas e condenacdes de carcaca
devido a ocorréncia de aerosaculite (CUNNINGHAM, 1970).

O VBI replica-se no citoplasma, onde 6 RNA mensageiros (A, B, C, D, E e F) séo
produzidos por um mecanismo de transcricdo descontinuada, o qual pode favorecer
uma maior geracdo de genomas recombinantes desse virus (LAl et al., 1994; STERN &
KENNEDY, 1980a e b). Ao penetrar na célula, o virion codifica uma polimerase, que €&
usada para sintetizar uma fita de RNA negativa, a qual serve de "template” para a
producdo dos RNAs subgendmicos. A formacdo do virion ocorre na membrana do
reticulo endoplasmético (RE) e ndo na superficie celular. Os virions se acumulam em
vesiculas do RE liso, mas o mecanismo de sua liberacdo é desconhecido. Novas
particulas virais formam-se poucas horas apés a infeccdo e o pico maximo de formacéo
ocorre dentro de 12h a 37°C. (LAl & CAVANAGH, 1997; LEIBOWITZ, WILHELMSEN &
BOND, 1981).

O controle da bronquite infecciosa estd principalmente fundamentado em
programas de vacinacdo dos plantéis avicolas com vacinas vivas ou inativadas. No
entanto, surtos de infeccdo pelo VBI continuam ocorrendo em aves vacinadas, devido a
baixa protecdo cruzada conferida pelas estirpes vacinais em relacdo as variantes de
campo, que constantemente estdo surgindo em plantéis de aves comerciais (CAPUA et
al, 1994; COOK, 1984; DAVELAAR, KOUWENHOVEN & BURGER, 1984; GELB, Jr,
WOLFF & MORAN, 1991; JIA et al., 1995; KING, 1988).

Em 1973, foi descrito o isolamento de duas amostras nefropatogénicas do VBI no
Brasil (HIPOLITO, BOTTINO & PINTO, 1973) e um levantamento soroldgico em
frangos, realizado nas regides do Alto do Sdo Francisco e Metalirgica de Minas Geralis,
entre os anos de 1985 e 1986, revelou soropositividade para o VBI em 38% de 78
granjas avaliadas (JORGE, RESENDE & OLIVEIRA, 1992). Além disso, dados contidos
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em relatérios de dois laboratérios de diagnostico de Minas Gerais revelaram que a
bronquite infecciosa foi a segunda doenca viral mais freqlente em diagndsticos
realizados entre 1987 e 1988 (SILVA, 1989). 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). O conjunto de informacdes
acima relatado reforca a importancia de serem adotados métodos de diagndstico
rapidos e sensiveis para a deteccdo e a identificacdo do VBI, a fim de serem utilizados
nos programas de controle desta doenca.

A técnica convencional para diagnosticar o VBI consiste no isolamento viral (V)
em ovos embrionados SPF (“Specific Pathogen Free”) (GELB, Jr, 1989; OWEN et al.,
1991) ou em culturas celulares (HOPKINS, 1974), seguido da identificacdo por meio da
reacdo de soroneutralizacdo (SN) (ARVIDSON et al, 1990; CLARKE, McFERRAN &
GAY, 1972; COOK, 1984; COWEN & HITCHNER, 1975; DAWSON & GOUGH, 1971;
HITCHNER, 1973). Trés ou mais passagens em ovos embrionados de galinha s&o
geralmente necessarias para 0 isolamento primario do VBI, 0 que torna tais
procedimentos onerosos e demorados.

Uma outra alternativa, € o isolamento do VBI a partir da inoculacdo em cultura de
orgdo tragueal de aves, a qual se revelou uma técnica bastante sensivel para essa
finalidade (COOK, DARBYSHIRE & PTERES, 1976), mas também muito laboriosa e
demorada. Esse método pode ser associado a reacdo de imunofluorescéncia direta em
culturas de 6rgdo traqueal, permitndo a deteccdo mais rapida do VBI
(BHATTACHARJEE, NAYLOR & JONES, 1994).

Outros métodos diagnodsticos incluem a imunofluorescéncia, que geralmente é
realizada em células alantbides infectadas (CHUBB, 1986; LUCIO & HITCHNER,
1970), microscopia eletronica, feita apds a concentracdo do virus por ultracentrifugacéo,
os testes com anticorpos fluorescentes em membranas corion alantdides de ovos
embrionados infectados (CLARKE, McFERRAN & GAY, 1972) e imunodifusdo em gel
de &gar (CHUBB & CUMMING, 1971). Alternativamente o VBI pode ser detectado

diretamente em tecidos de aves infectadas através de imunohistoquimica (IHC) (CHEN
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et al,1996; DHINAKAR RAJ & JONES, 1996; NAKAMURA et al, 1991; YAGYU &
OHTA, 1990) ou da técnica de hibridizac&o 'in situ' (COLLISSON et al., 1990 ).

Os métodos sorolégicos mais utilizados no diagnostico laboratorial da Bl,
especialmente com o intuito de identificar as diferentes variantes do VBI, sdo o teste de
virus-neutralizacdo (VN), de inibicio de hemoaglutinacdo (HI) (BROWN &
BRACEWELL, 1985; KING & HOPKINS, 1984) e ELISA (Enzymelinked immunosorbent
assay) com anticorpos monoclonais ou policlonais (IGNJATOVIC & ASHTON, 1996;
WANG, HONG & SEAK, 2002). No entanto, em alguns casos sé&o observados
problemas relacionados ao desenvolvimento de reagbes inespecficas, baixa
sensibilidade,  subjetividade da analise dos resultados, além da impossibilidade, no
caso das reagbes imunoenzimaticas, de discriminacdo entre as diferentes estirpes do
VBI.

O advento da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) (MULLIS & FALOONA,
1987; MULLIS et al., 1986; SAIKI et al, 1985) trouxe importantes fundamentos para a
realizacdo dos métodos de diagndstico laboratorial de agentes infecciosos, redundando
em uma melhoria significativa da sensibilidade e especificidade do diagnéstico
etiolégico de vérias doencas infecciosas ou parasitarias.

A PCR é uma técnica de biologia molecular que permite a amplificacdo de
fragmentos especificos do DNA presente em uma pequena quantidade de amostra. O
processo Uutilizase de uma DNA-polimerase termoestavel (Taq Polimerase) e de
oligo-sondas (primers) especificas, as quais se ligam a determinadas regibes do
genoma que delimitam um segmento gendmico especifico a ser amplificado. A reagdo
se processa em trés etapas bésicas: (1-) desnaturacdo do DNA da amostra, (2-)
anelamento dos primers a essa mesma molécula de acido nucléico e (3-) extensdo ou
polimerizacdo das novas moléculas do DNA a serem amplificadas. Tais fases ocorrem
em diferentes temperaturas que compdem cada um dos ciclos de incubacdo da referida
reacdo. Apos o primeiro ciclo, a quantidade de DNA na reacdo é dobrada. Entre 30 e 35
ciclos, hA um aumento consideravel na quantdade de DNA, o qual atinge 10° a 10°
copias do DNA inicialmente presente (HOY, 1994; INNIS & GELFAND, 1990; KWOH &
KWOH, 1990; OSTE, 1988).
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Em adicdo a técnica de PCR, a transcricdo reversa, seguida da reacdo em
cadeia de polimerase (RT-PCR), tem-se revelado uma ferramenta muito Gt no
diagndstico de muitos RNA-virus, dentre eles o VBI (CAVANAGH, 1993).

LIN et al. (1991) foram os primeiros a utlizarem a reacdo de RT-PCR no
diagnostico do VBI, amplificando parte da regido S2 de 6 isolados virais classicos dos
EUA e 9 isolados do Japdo. ANDREASEN, JACKWOOD & HILT (1991) detectaram o
VBl em amostras de LCA infectado com a estippe Beaudette, a partir da regido
conservada do genoma do VBI, entre os genes M e N, confirmando-se a identidade dos
produtos de PCR através do sequenciamento.

Em 1992, ZWAAGSTRA, VAN DER ZEIUST & KUSTERS amplificaram parte do
gene N, a partir de amostras do LCA infectadas com 5 isolados da estirpe
Massachusetts e 13 isolados Duth do VBI, realizando o sequenciamento a fim de
identificar a estirpe viral.

Foram também utilizados métodos de hibridizacdo dos produtos gerados por RT-
PCR em membranas de nitocelulose, através da utilizacdo de sondas ndo radioativas,
permitindo a deteccdo do genoma do VBI (JACKWOOD, KWON & HILT, 1992; KWON
et al., 1993).

A técnica de RT-PCR associada com a andlise de fragmentos gendmicos
gerados por enzimas de restricdo, método este denominada RFLP (‘restriction
fragmente length polymorphism analysis”) permitram a identificacdo de diferentes
sorotipos de varias estipes do VBI (JACKWOOD, YOUSEF & HILT, 1997; KWON,
JACKWOOD & GELB, Jr, 1993).

ADZAR et al. (1996) definram uma série de primers "universais, capazes de
detectar uma gama de estirpes do VBI, provenientes dos Estados Unidos, Australia,
Europa e Japdo, isoladas em um periodo de 50 anos.

HANDBERG et al. (1999) realizaram um estudo, aplicando a técnica de RT-PCR,
com primers especificos para os genes N e S do VBI e demonstraram que esse metodo
foi capaz de fazer a deteccdo e diferenciacdo de estirpes do VBI, presentes em

amostras de LCA e de traquéia provenientes de aves infectadas experimentalmente.
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Com a finalidade de se obter uma melhor diferenciacdo de estirpes do VBI e um
aumento da sensibilidade e especificidade da técnica de RT-PCR para o diagnostico
desse virus, foi desenvolvida e aplicada com sucesso a reacdo de RT-PCR multiplex
(CAPUA et al., 1999; CAVANAGH et al., 1999; LIU et al., 2003).

FALCONE et al. (1997), visando aumentar ainda mais a sensibilidade da reacdo
de RT-PCR, investigaram o desempenho do método de Nested-RT-PCR aplicado a
deteccdo direta do VBI em tecidos de aves naturalmente infectadas. A técnica de
Nested-PCR mostrou-se, nesse estudo, eficiente em promover a redugcdo ou a
eliminacdo de produtos indesejaveis e, ao mesmo tempo, foi capaz de proporcionar um
aumento drastico na sensibilidade da reacdo de PCR. O principio dessa metodologia
consiste na realizacdo de um conjunto adicional de ciclos térmicos para a
re-amplificacdo do DNA proveniente da reacdo de PCR, utlizando primers
complementares a sequéncia interna do primeiro par de primers utilizados. Desta forma,
apenas 0 produto legitimo dever4 ser amplificado. Este procedimento € utilizado nas
circunstancias em que o produto desejado encontra-se abaixo do nivel de deteccdo
pela técnica de eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio ou
guando os resultados revelam a presenca de produtos amplificados indesejaveis
(ROUX, 1995).

Finalizando, RT-PCR tem sido também empregada em conjunto com as técnicas
de clonagem e sequenciamento de nucleotideos dos genes mais relevantes do VBI, de
forma a se obter uma caracterizagdo mais acurada da variagdo genética e fenotipica
que ocorre nas estirpes variantes do VBI (ADZAR et al., 1997; BOURSNELL, BINNS &
BROWN, 1985; BOURSNELL et al., 1985, BOURSNELL et al, 1987; CAPUA et al.,
1999; KEELER et al, 1998, KOTTIER, CAVANAGH & BRITTON, 1995, LEE &
JACKWOOD, 2000; LIU et al, 2003; PENZES et al., 1994; SAPATS et al., 1996;
SUTOU et al.,1988).

Em geral, a deteccdo do produto amplificado pela técnica de PCR & feita por
eletroforese em gel corado com brometo de etidio, o que permite a visualizagdo, no
transiluminador UV, de bandas correspondentes ao tamanho do fragmento gendmico
amplificado esperado (LANDGRAF, RECKMANN & PINGOUD, 1991). As desvantagens



11

deste método se referem principalmente a demora e a limitagdo do nimero de amostras
a serem analisadas, além do inconveniente de tal metodologia requerer a manipulacdo
de agentes carcinogéncios (corantes, tais como o brometo de etidio). Assim, a
introducdo da técnica de RT-PCR-ELISA poderia oferecer algumas vantagens
sobretudo por contornar alguns desses fatores limitantes observados na execugéo da
técnica de RT-PCR convencional na rotina de diagndstico virolégico (KHO et al., 2000;
VESANEN et al., 1996).

Por outro lado, os produtos de PCR obtidos apos a utlizacdo de primers
biotinlados podem ser quantitativamente analisados por técnicas imunologicas, n&o
necessitando de separacdo por eletroforese ou da hibridizacdo sobre membranas com
sondas radioativas (LANDGRAF, RECKMANN & PINGOUD, 1991). Esta técnica
envolve, primeiramente, a amplificacdo do DNA viral da amostra utilizando-se um par de
primers, no qual um deles é marcado com biotina. Em seguida, a sequéncia gendmica
amplificada do virus (amplicom) é adsorvida as cavidades da microplaca revestidas com
estreptavidina e, posteriormente, hibridizada com uma sonda oligonucleotidica marcada
com digoxigenina. A deteccdo colorimétrica envolve um anticorpo monoclonal
anti-digoxigenina conjugado a uma enzima como a peroxidase ou a fosfatase alcalina,
sendo a reagdo, ao final, revelada apés a adicdo de uma mistura de  substrato
enzimatico-cromogénico (VESANEN et al., 1996).

Tal metodologia, conhecida como PCR-ELISA ou ELOSA ("Enzyme-linked-
oligosorbent-assay") foi pioneiramente empregada no diagnostico de doencas virais
humanas (ARRUDA et al., 1997; BLOMQVIST et al, 1999; LANDGRAF, RECKMANN &
PINGOUD, 1991; VESANEN et al., 1996). Em medicina veterinaria, esse procedimento
foi usado no diagndstico do virus da lingua azul (KATZ et al., 1993), do virus da febre
aftosa (ALEXANDERSEN et al., 2000) e do virus da doenca de Newcastle (KHO et al.,
2000). Esse método revelou ser altamente sensivel, especifico, rapido e apropriado
para ser mais facilmente adaptado a rotina de diagndstico laboratorial de tais virus.

Em vista do exposto acima e, particularmente, em razdo da inexisténcia de
estudos versando sobre a montagem e a padronizacdo da técnica de RT-PCR-ELISA

para o0 diagndstico do VBI, confirmase como bastante justificAvel e importante a



12

conducdo desta investigacdo, a qual tem o proposito de desenvolver novos métodos de
diagnostico laboratorial desse virus e comparar a metodologia do RT-PCR-ELISA com
as atuais técnicas de biologia molecular, que ja sdo rotineiramente empregadas no
diagnostico laboratorial do VBI, isto €, a RT-PCR e o Nested-RT-PCR, além da técnica

convencional de isolamento viral em ovos embrionados.
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3. OBJETIVOS

31 Desenvolver 0 método de RT-PCR-ELISA para a deteccdo do VBI em

amostras de tecidos e fuidos biologicos (LCA) de aves experimentalmente infectadas;

32 Determinar a sensibilidade e a especificidade analitica dessa técnica em

relacdo aos métodos de RT-PCR e Nested-RT-PCR;

3.3 Comparar o desempenho desses métodos entre si e com a técnica padrao

de isolamento viral em ovos em brionados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Virus

A estirpe H120 do VBI, proveniente do Laboratorio Merial (Paulinea - SP), sob a
forma liofilizada, foi diluida em 2,0 ml de agua ultrapura e posteriormente inoculada em
ovos embrionados SPF ("specific pathogen free"). Outras 4 estirpes do VBI foram
empregadas neste estudo, sendo 2 estirpes de referéncia (M4l e Arkansas) e 2
isolados de campo (A034 e UEL236). Todas essas estirpes foram obtidas do Centro
Nacional de Pesquisa em Suinos e Aves da EMBRAPA (Concérdia - SC).

Além dessas estirpes, foram incluidos trés virus aviarios ndo relacionados ao
VBI, os quais foram utilizados na avaliacdo da especificidade das técnicas de RT-PCR,
Nested-RT-PCR e de RT-PCR-ELISA (item 4.13). Estes virus, provenientes de vacinas
“vivas” atenuadas e liofilizadas, foram o pneumovirus aviario (APV, 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).
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4.2 Propagacéo viral das estirpes de VBl em ovos embrionados SPF

Esta técnica foi realizada com base na descricdo de OWEN et al. (1991), com a
introducéo de algumas alteracOes. Cada estirpe viral foi inoculada em ovos SPF com 9
a 11 dias de incubacao sendo, neste processo, submetidas a 3 passagens sucessivas.

Em cada passagem, foram utilizados 25 ovos embrionados por amostra, sendo
22 ovos destinados a obtencdo de maior massa viral e trés ao controle da infeccdo pelo
VBI. A inoculacdo foi feita na cavidade alantbide, administrando-se um volume de 200
n¥ovo. Apés 24 horas de inoculagdo, os ovos embrionados foram avaliados, sendo que
a mortalidade que ocorreu neste periodo foi considerada inespecifica. Decorridas 36
horas, os ovos foram retirados da incubadora, colocados sob refrigeracdo a 4°C e o
liquido corio-alantdide (LCA) foi colhido, tendo sido distribuido em aliquotas de 1,5 ml e
estocado a -70°C. A mortalidade embriondria dos trés ovos (controle) foi avaliada
diariamente, sendo que os embrides mortos foram classificados como positivos ou
negativos, respectivamente, de acordo com a presenca ou a auséncia de lesdes
caracteristicas do VBI no embrido de galinha (nanismo, enrolamento e/ou hemorragia),
mediante a comparacdo com os embribes do grupo controle negativo da infeccdo (10
ovos SPF que ndo foram inoculados). Ao final do sétimo dia pos-inoculagdo, todos os
ovos foram abertos e os embribes submetidos a mesma pesquisa de lesdes

caracteristicas descritas anteriormente.
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4.3 Determinacgéo da infectividade viral

A infectividade viral foi determinada para cada estirpe do VBI através da titulacdo
viral em ovos embrionados SPF, com 9 a 11 dias de incubagdo. Partindo-se do LCA
colhido de ovos infectados apd6s a terceira passagem, foi determinado o ndmero de
Doses Infectantes Embrionarias 50% (DIEsos). Para tanto, diluicdes de razdo constante
igual a 10 (102 a 10°) das estirpes de VBI presentes em LCA foram preparadas em
Meio Eagle (Gibco BRL, EUA) contendo antibidticos (200 Ul/ml de peniciina e 50 ng/mi
de estreptomicina) e antifungico (50 Ul/ml de micostatina) e inoculados na cavidade
alantoide, no volume de 200 n¥ovo. Foram utilizados cinco ovos para cada diluicéo,
além de dez ovos destinados ao controle (ndo infectados). A mortalidade foi observada
durante todo o periodo de incubacédo, considerando-se morte inespecifica com 24 horas
pos-incubacdo e, ao final de sete dias, as alteracdes embrionarias dos sobreviventes
foram analisadas. A DIEsq, foi determinada através de acordo com o0 procedimento
descrito por REED & MUENCH (1938).

4.4 Infeccao experimental

Foram utilizados trés grupos, sendo cada um deles constituido por 42 aves SPF, da
linhagem white leghorn (SPAFAS). As aves foram alojadas em isoladores separados
com pressao positiva e com fornecimento de ar purificado por filtragéo absoluta.

Aos 14 dias de idade, as aves de cada um dos dois primeiros grupos foram
inoculadas, respectivamente, com as estirpes H-120 e A034 do VBI. O primeiro grupo
foi infectado com uma suspensdo da estirpe H120 do VBI, contendo 10" DIEsos/ml,
através da inoculacdo de duas gotas via ocular e duas gotas via intranasal. As aves do
segundo grupo foram inoculadas pela mesma via (6culo-nasal) com uma suspensdo da
estipe A034 do VBI, contendo 10’ DIEsgs/ml. O terceiro grupo ndo foi infectado,

permanecendo como controle da infecgdo experimental.
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Decorridos intervalos de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 17 e 20 dias pos-
inoculacdo (dpi), trés aves de cada grupo foram selecionadas ao acaso e sacrificadas.
Amostras de traquéia e pulmdes foram colhidas das aves de cada um dos grupos,
sendo a seguir reunidas em dois pools (traquéia e pulmao)intervalo pos-infecgdo
analisado (dias-dpi), sendo entdo armazenadas a —70°C até o momento de serem
processadas nas técnicas de isolamento viral, e posteriormente a extracdo de RNA

gendmico para ser aplicado nos métodos de RT-PCR, Nested-PCR e PCR-ELISA.

4.5 Isolamento viral

O isolamento viral foi realizado consoante com a técnica recomendada por
OWEN et al. (1991), com algumas modificacdes que a seguir sdo explanadas. As
amostras foram descongeladas, maceradas e pulverizadas em nitrogénio liquido, sendo
ressuspensas, a 20% (p/v), em meio Eagle (Gibco BRL, EUA) contendo antibiéticos
(200 Ul/ml de peniciina, 50 ng/ml de estreptomicina e 50 Ul/ml de micostatina). A
suspensdo tecidual foi inicialmente clarificada a 5000xg por 5 minutos, a 4°C e o
sobrenadante coletado foi armazenado a -70°C até o momento da inoculagdo em ovos
embrionados SPF. As suspensfes teciduais suspeitas de conterem virus foram
inoculadas na cavidade alantéide de ovos embrionados, com 9 a 11 dias de incubacao.
A primeira passagem foi realizada inoculando-se 200 ni¥ovo da suspenséo
anteriormente preparada, sendo utilizados 5 ovos/pool de 6rgdos. No quarto dia pds-
inoculacdo, o liquido cdrio-alantdide (LCA) de 3 ovos de cada grupo foi coletado e
armazenado a -70°C, para ser utilizado na segunda passagem em ovos. Foram
realizadas mais duas passagens nas mesmas condi¢cdes descritas acima.

A mortalidade dos embrides infectados foi avaliada diariamente, sendo que os
embrides mortos foram classificados como positivos ou negativos, conforme a presenca
ou a auséncia de lesbes caracteristicas do VBI no embrido de galinha (nanismo,

enrolamento e/ou hemorragia), mediante a comparagdo com os embrides do grupo
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controle (sem infec¢do). Ao final do sétimo dia poés-inoculagdo, todos os ovos foram
abertos e os embrides foram submetidos & mesma pesquisa de lesdes caracteristicas

relatadas anteriormente.

4.6 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA foi realizada através da utilizacdo de TRIZOL Reagent
(Gibco BRL, EUA) para amostras de tecido e TRIZOL LS Reagent (Gibco, BRL, EUA)
para amostras de LCA, conforme as especificacdes do fabricante.

Resumidamente, as amostras de tecido (100-200 mg) foram maceradas
juntamente com 1000 m de TRIZOL Reagent, utilizando-se um micropistilo. Para as
amostras de LCA, a proporcdo de 1:1 foi estabelecida, ou seja, cerca de 500 ni de
TRIZOL LS Reagent foram adicionados a 500 ni de LCA. Em seguida, as amostras
foram homogeinizadas por 15 segundos no vortex, sendo incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente (TA). Acrescentou-se 200 m de cloroférmio, agitando-se
manualmente as amostras por 15 segundos. Apés um periodo de incubacdo de 3
minutos a TA, as amostras foram centrifugadas a 12000g, por 15 minutos a 4°C, sendo
gue, aproximadamente, 500 nh do sobrenadante foi coletado e transferido para outro
microtubo (1,5 ml). As amostras de RNA foram precipitadas em 500 n de isopropanoal,
apos Incubacdo por 10 minutos, a TA e centrifugagdo por 12000 g, por 10 minutos a
4°C. O isopropanol foi descartado e as amostras foram lavadas em 1000 nt de etanol
(70%) e secas a temperatura ambiente. Em seguida, os precipitados foram
ressuspensos em 12 m (amostras de LCA) ou 50 ni (amostras de tecido) de éagua
tratada com DEPC (0,1%), incubando-se a 60°C por 10 minutos, antes de serem

submetidos a reacdo de transcricao reversa.
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4.7 Primers utilizados

As sequéncias de nucleotideos e a localizagdo dos primers utilizados neste
estudo, sobre o gene N do VBI, encontram-se na Tabela 1. A representacdo

esquematica do genoma do VBI com a localizagdo destes primers encontram-se na
Figura 1.

TABELA 1 — Sequéncia e localizagéo dos primers utilizados neste estudo.

Sequéncia dos Primers (5’- 3') Posicdo® Produto (pb)  Referéncia
IBVN1 5" ACCCTTACCAGCAACCC 3 (AS) 445-461
IBVN2 5 GTCTTGTCCCGCGTGTA 3 (S)° 24-40 438 ADZARetal., 1996

IBV3 5' GCCCCAGCTCCAGTCAT 3' (S) 135-151

FALCONE et al., 1997
IBV4 5' CCAAGCATCTGGGACTGGT 3' (AS)® 356-374 240

a8 |ocalizagdo dos primers em relacdo ao genoma do clone C5.322, do cDNA da estirpe Beaudette
do VBI (BOURSNELL et al., 1985).

marcado com biotina na extremidade 5’

marcado com digoxigenina na extremidade 3’ (sonda de hibridizagao utilizada no PCR-ELISA)
S -sense

AS - anti-sense
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FIGURA 1. Representacdo esguematica do genoma do VBI e a localizacdo dos primers

utilizados neste estudo.
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4.8 RT-PCR

Os ensaios de transcricdo reversa foram conduzidos no termociclador Techne
Progene (Techne Incorporated, Duxford, Cambridge, Reino Unido) incubando-se a 65°C
por 5 minutos a mistura inicial de reacdo constituida por 5 mt do RNA extraido, dNTP
(0,5 mM), 0,25ng de Oligo dTiz.18 (Invitrogen, EUA), agua-DEPC (0,1%) em quantidade
suficiente para completar um volume final de 10 m. Em seguida, acrescentou-se 0
tamp&o 1x da enzima Transcriptase Reversa [Tris-HCI (50 mM, pH 8.3), KCI (75 mM),
MgCl, (3 mM)], DTT (10 mM), 33 U de RNAguard (Amersham Pharmacia Biotech, EUA)
e incubou-se a reagdo a 42°C por 2 minutos. A seguir, foram acrescentadas 50 U da
enzima transcriptase reversa SuperScript ™Il Rnase H (murine Moloney leukemia
virus) (Invitrogen, EUA), incubando-se a reacdo a 42°C por 50 minutos e, ao final, a
70°C por 15 minutos. O volume final da reacgéo foi de 20 nt

Nas reacdes de PCR, foi utilizado um volume de 2 nh de cDNA proveniente da
reacdo de RT, ao qual acrescentou-se 0,5 x do tampdo da Taq DNA polimerase [Tris-
HCl (10 mM pH 8.4), KCI (25 mM)], dNTP (0,5 mM), 20 nM dos primers IBVN1 e IBVN2,
cloreto de magnésio (1,5 mM) e 20 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen, EUA),
completando-se com agua para um volume final de 50 m. O perfil térmico de incubacéo
dessa reacdo foi constituido por 1 ciclo de 95°C por 5 minutos, seguido de mais 1 ciclo
de 70°C por 2 minutos e de mais 35 ciclos constituidos por desnaturacdo de 94°C por 1
minuto, anelamento de 46°C por 1 minuto e extensdo de 72°C por 2 minutos. Apds

estes ciclos, a extensao final foi realizada a 72°C por 10 minutos.
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4.9 Nested-RT-PCR

As reacOes de Nested-PCR foram realizadas nas mesmas condi¢cbes descritas
para a reacdo de PCR, exceto que ela foi executada usando-se um conjunto de 25
ciclos constituidos por desnaturacdo de 95°C por 1 minuto, anelamento de 49°C por 2
minutos e extensdo de 72°C por 3 minutos, utilizando o par de primers internos

previamente descritos por FALCONE et al. (1997).

4.10 Eletroforese em gel de agarose

Para a andlise dos resultados das reagbes de RT-PCR e de Nested-RT-PCR,
foram adicionados 2 m de tampdo de diluicho da amostra [0,05% (p/v) de azul de
bromofenol, 40% sacarose (p/v), Tris-HCI (10mM, pH 7.8), EDTA (1M, pH 8.0)] em 20 m
do produto amplificado, o qual foi analisado em um gel de agarose (1%), usando-se o
tampdo de corrida TBE 0,5x [Tris (0,045 M), Acido Bérico (0,045 M) e EDTA (0,001 M,
pH 8,0)] por cerca de uma hora e meia a 100 V e, revelando-se, ao final da eletroforese,
as bandas referentes ao DNA obtido, que foram coradas com brometo de etidio (0,5
ng/m). A migracdo desses fragmentos de DNA foi comparada com a de um padrdo de
peso molecular de DNA de 100 bp. O fragmento de DNA amplificado foi visualizado em
um transiluminador de UV (Syngene , Cambridge, Reino Unido), e os géis foram, a
seguir, fotodocumentados através da utilizacdo de uma camara digital (Synoptics) e do
software Gene Link (Syngene, Cambridge, Reino Unido).
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4.11 RT-PCR-ELISA

4.11.1 Marcacéao da sonda

A sonda de oligonucleotideo (primer IBV4 - anti-sense) foi marcada na
extremidade 3 com digoxigenina-11-dUTP (Roche, Alemanha), utilizando-se a enzima
3" terminal desoxinucleotidil transferase (Roche, Alemanha), de acordo com as
instrucbes do fabricante. Em resumo, foram misturados 100 pmol de oligonucleotideo
(IBV4), tampdo 1x da enzima [cacodilato de potassio (200 mM), Tris-HClI (25 mM) e
albumina sérica bovina (0,25 mg/ml, pH 6.6 a 25°C)], CoCl, (1,5 mM) e digoxigenina-11-
dUuTP (0,25 mM) e 50 U da enzima 3' terminal desoxinucleotidil transferase, em um
volume final de 20 n. A mistura foi incubada a 37°C por 2 horas, sendo que a reacao
foi interrompida pela adicdo de 1 m de EDTA (200 mM) a 4°C. Os nucleotideos
marcados ndo incorporados a sonda foram removidos pela utilizacgdo da coluna
MicroSpin™ G-25 (Amersham Biosciences, EUA), conforme as recomendacdes do
fabricante. Resumidamente, acrescentou-se 30 nt de TE [Tris HCI (10 mM, pH 8.0) e

EDTA(ImM)] a sonda, aplicando-a no centro da coluna. Em seguida, a coluna foi
centrifugada por 2 minutos a 735 g, com a tampa semi aberta, afim de filtrar a sonda. A

coluna foi entdo descartada e acrescentou-se 50 ni. de TE a sonda filtrada, ajustando-
se 0 volume final para 100 nm.. A sonda foi armazenada a -20°C por tempo

indeterminado.
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4.11.2 Hibridizagdo em microplaca

A reacao de hibridizagdo do produto de PCR biotinlado foi realizada em
microplacas, conforme descrito por VENASEN et al. (1996), com a introducdo de
algumas modificagbes. Resumidamente, 10 m do produto de PCR biotinilado foram
aplicados nas cavidades da microplaca de poliestireno revestida com estreptavidina
(Reacti-Bind™ Streptavidin Coated clear Strip Plate with Blocker™ BSA — Pierce, EUA)
juntamente com 40 ni de tampé&o de ligagdo [Tris-HCI (25 mM, pH 8.2), NaCl (125 mM),
EDTA (5 mM), 5x de Denhardt's (1x Denhardt's = 0,2% de soro albumina bovina (BSA),
0,2% de Ficol, 0,2% de polivinil-pirrolidona) e 0,1% de Tween 20]. As microplacas foram
incubadas por 30 min a temperatura ambiente, sob agitacdo a 150 rpm, para que 0s
produtos de PCR biotinlado se combinassem a estreptavidina presente na superficie
das cavidades das microplacas. Para a desnaturacdo da fita-dupla do produto de PCR,
50 m de tampao de desnaturacdo [NaOH (166 mM), NaCl (500 mM)] foram adicionados
e a reacdo incubada por 1 minuto a temperatura ambiente. As fitas de DNA néo ligadas
especificamente a estreptavidina foram eliminadas, através da lavagem das cavidades
da microplaca por 3 vezes, com 200 ni da solucdo de lavagem [Tris-HCI (20 mM, pH
8.2), NaCl (125 mM), MgCl, (20 mM), Tween 20 (3%)].

A hibridizacdo ocorreu ap6s a adicdo de 50 mi de solugdo de hibridizagdo {1x
SSC [NaCl (150 mM), citrato de sodio (15 mM)], Denhardt's (1x), SDS (0,2%) e 0.25
pmol de sonda (primer IBV4) marcada com digoxigenina}. As microplacas foram
incubadas a 45°C por 30 minutos, sob agitagdo a 150 rpm. Terminada a etapa da
hibridizacdo, as cavidades da microplaca foram lavadas 6 vezes com 200 ni de SSC
(0,01 x) Tween 20 (0,3%), sendo, a seguir, blogueadas com 200 nh de PBS —Tween 20
(0,1%) acrescido de 5% de soro fetal bovino e 1% de leite em pé desnatado e
incubadas a 37°C por 30 minutos.

Apbs nova lavagem das microplacas com 200m de PBS-Tween 20 (0,1%), fez-se
a adicdo de anticorpo anti-digoxigenina, conjugado com a peroxidade (Roche,

Alemanha), na concentracdo de 150 mU/ 50 m de PBS-Tween 20 (0,1%) acrescido de
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1% de soro fetal bovino, sendo a microplaca incubada por 30 minutos a temperatura
ambiente, sob agitacdo a 150 rpm e, devidamente protegida da luz.

Apbs novo ciclo de lavagens das microplacas, por 4 vezes com 200 ni de PBS-
Tween 20 (0,1%), foram acrescidos 50 ni de solucdo substrato-cromégeno. O
cromogeno utilizado foi constituido por 3,355  di-hidro-cloro-tetra-metil-benzidina
(TMB) (Sigma, EUA), na concentracdo de 0,1 mg/ml de tampdo citrato-fosfato [citrato-
fosfato (0,05M, pH 5.0)], contendo 0,006% de H,O,. Apdés um periodo de incubacdo por
3 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reacdo de degradacdo
enzimatica do substrato foi bloqueada pela adicdo de 50 nWcavidade de H,SO, (1M),
sendo, ao final, as densidades oOpticas (DO) obtidas, mensuradas em leitor de
microplaca a 450 nm (Bio-Rad, Modelo-550, USA).

4.11.3 Determinacgéao do ponto de corte

Os resultados foram expressos em valores de DO apresentando variagdes entre
o valor minimo de 0,054 e o maximo de 1,028. O menor valor (0,054) correspondeu ao
branco da reacdo (somente substrato) na cavidade da microplaca revestida com
estreptavidina, ou seja, a reagdo na qual ndo foi acrescentado nenhum produto de PCR
biotinilado. O ponto de corte foi definido como a média dos controles negativos, para
cada tipo de drgdoftecido separadamente, mais trés vezes o desvio padrao das leituras
obtidas destes controles. Os valores de DO que foram menores que aquele obtido pelo

ponto de corte foram considerados negativos.
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4.12 Determinacdo da sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica das reacdes foi avaliada a partr do cDNA da estirpe H-
120, obtido apdés a transcricdo reversa do RNA extraido do LCA infectado com esse
virus. Para tanto, o cDNA obtido foi submetido a diluicbes seriadas de razdo constante
igual a 10 (10! a 10%°), as quais foram a seguir processados pelas técnicas de PCR,

Nested-PCR e PCR-ELISA.

4.13 Determinacédo da especificidade analitica

A especificidade analitica das técnicas foi avaliada, testando-se, em principio,
um painel de 5 estirpes do VBI, incluindo 2 isolados de campo (A034, UEL 236) e 3
estirpes de referéncia (Arkansas, M41 e H-120) que foram propagadas em ovos
embrionados SPF. Além dessas estirpes do VBI, foram incluidos trés virus aviarios ndo
relacionados ao VBI e que foram obtidos a partir de amostras virais provenientes de
vacinas ‘“vivas’ atenuadas como, o pneumovirus aviario (APV, 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).
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5. RESULTADOS

5.1 Especificidade analitica (RT-PCR, Nested-PCR e RT-PCR-ELISA)

A especificidade dos primers utilizados neste estudo foi comprovada pelos
resultados obtidos na andlise de patdgenos virais heterdlogos nas técnicas de RT-PCR,
Nested-PCR e PCR-ELISA, os quais demonstraram a deteccdo de fragmento gendmico
especifico do VBI somente nas amostras provenientes do RNA extraido a partir do LCA
de ovos embrionados infectados com qualquer uma das 5 estirpes desse virus (M41,
Arkansas, H-120, A034 e UEL 236). Por outro lado, ndo houve deteccdo de produto
gendémico amplificado para os virus heterdlogos testados (APV, NDV e GDV). Os
resultados da especificidade analitca das reacdes encontram-se na Figura 2 (reacéo

de RT-PCR e Nested-PCR) e na Figura 3 (reagdo de PCR-ELISA).
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FIGURA 2. Avaliacdo da especificidade analitca da reacdo de RT-PCR e Nested-PCR
em relacdo a trés virus heterdlogos (A) e 05 estipes do VBI (B). A. Virus heterdlogos.
Legenda: Canaletas 1-4 e 6-9: pneumovirus aviario, Newcastle (LaSota), Gumboro e
VBl (H120) submetidas a NestedPCR (1-4) e RT-PCR (6-9). Canaletas 5 e 10:
controles negativos. B. Estirpes do VBI. Legenda: Canaletas 1-5 e 7-11: estirpes A034,
UEL 236, Arkansas, M41 e H120 do VBI submetidas a Nested-PCR (1-5) e RT-PCR
(7-11). Canaletas 6 e 12: controles negativos. Canaleta M: Marcador de peso molecular
(100 pb - Invitrogen, EUA). Condicdes da eletroforese: 20 m de produto de PCR, gel de

agarose (1%), corado com brometo de etideo, 100 V por 1,5 h.
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FIGURA 3. Avaliacdo da especificidade analitca da reacdo de PCR-ELISA. Um total de
05 estipes do VBI (sendo 02 de campo e 03 de referéncia), além de trés virus
heter6logos (pneumovirus, Newcastle e Gumboro) foram testados. Os virus heterdlogos
foram PCR-ELISA negativos, enquanto que todas as estirpes do VBI testadas foram
positivas. Na reacdo de PCR-ELISA foram utlizados os primers IBVN1 e IBVN2
(biotinilado). A sonda (IBV4) foi marcada com digoxigenina.



5.2 Sensibilidade analitica (RT-PCR, Nested-PCR e RT-PCR-ELISA)

A sensibilidade analitica entre as técnicas de biologia molecular empregadas no
presente estudo foi também estabelecida, evidenciando-se que o produto amplificado
pela técnica de RT-PCR foi detectado até a diluicdo de 107, o qual se apresentou apés
a separacdo eletroforética no gel de agarose corado com brometo de etidio, sob a
forma de bandas de 438 pb (Figura 4a). J4, a reagdo de NestedPCR permitiu a
deteccdo, depois de idéntica separacdo eletroforética, de produtos amplificados com
240 pb até a diluicio de 10* (Figura 4b), mostrando-se, dessa forma, cerca de 100
vezes mais sensivel do que o RT-PCR. Por outro lado, a técnica de PCR-ELISA
detectou o produto amplificado do VBI, até a diluicido de 10 (Figuras 4c e d),
revelando que esse método é 10 vezes mais sensivel do que a técnica convencional de

RT-PCR, porém ele foi 10 vezes menos sensivel do que o Nested-RT-PCR.
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FIGURA 4. Avaliacdo da sensibilidade analitica das reacbes de RT-PCR, Nested-PCR e
PCR-ELISA em relacdo a estirpe H-120 do VBI. O cDNA foi submetido a diluicdes
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seriadas de razdo 10 (de 10! a 10°) e entdo processado pelas técnicas de PCR (A),
Nested-PCR (B) e PCR-ELISA (C e D). Legenda M": Marcador de peso molecular (100
pb - Amersham Biosciences, EUA). Canaleta 1. produto nado diluido. Canaletas 2-11:
produto amplificado a partir das diluicdes de razdo 10 ( canaleta 2, diluicdo de 10" até a
canaleta 11, diuicdlo de 107'°). Canaleta 12: controle negativo. Condicdes da
eletroforese: 20 nh de produto de PCR, gel de agarose (1%), corado com brometo de
etideo, 100 V por 1,5 h.



5.3 Deteccédo do VBI em aves infectadas experimentalmente

O ponto de corte da reacdo de PCR-ELISA foi calculado, separadamente, para
as andlises de amostras de traquéia e pulmdo, tomando como base a média dos
valores das densidades Opticas (D04s0) oObtidas para as amostras de tecidos analogos
das aves do grupo controle (ndo infectado), acrescida de trés vezes o valor do desvio-
padrdo da DO média obtida nessas amostras controle (BLOMQVIST et al., 1999; KHO
et al., 2000). O valor da DO correspondente ao ponto de corte para as amostras de
pulméo foi igual a 0,297, enquanto para as amostras de traquéia foi 0,193. Portanto, as
amostras com DOs maiores ou iguais a 0,297, para o pulmdo e a 0,193, para a
traquéia, foram consideradas positivas. A Figura 5 mostra os perfis de reatividades da
técnica de PCR-ELISA na deteccdo do VBI em amostras de traquéia e pulméo,
provenientes das aves infectadas experimentalmente com as estirpes H120 e A034 do
VBI, nos diferentes intervalos de tempo pos-infeccdo. O desempenho da técnica de RT-
PCR-ELISA foi melhor para a deteccdo desse virus nas amostras do grupo H-120 do
gue naquelas provenientes de aves infectadas com a estipe A034 e, ainda, o0s
melhores resultados foram obtidos pelas amostras de pulm&o do grupo H120 do que

para as amostras de traquéia.
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FIGURA 5. Desempenho da técnica de PCR-ELISA na deteccdo das amostras de
traquéia e pulmdo provenientes das aves experimentalmente infectadas,

respectivamente, com as estirpes H-120 e A034 do VBI.
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Os resultados obtidos com as amostras de pulméo e traquéia coletadas durante
a infeccdo experimental e processadas através das técnicas Nested-PCR e PCR-ELISA
encontram-se nas Tabelas 2 e 3. Esses resultados foram comparados com aqueles
observados no método convencional de diagnostico laboratorial do VBI, que € a técnica
de isolamento viral em ovos embrionados de galinha. Essa Ultima técnica de
diagnostico revelou-se eficiente para detectar o VBI nas amostras de traquéia e pulméo
infectadas, respectivamente, com as estirpe H-120 e A034 do VBI. Nessas amostras,
foi recuperado virus na maioria dos intervalos poés-infeccdo testados entre o primeiro e o
nono dia pos-infeccdo, com excecdo da amostra de pulmédo colhida no sétimo dia pds-
infeccdo do grupo A034.

A andlise dos produtos amplificados, obtidos pela reacdo de RT-PCR e
submetidos a eletroforese em gel de agarose, demonstrou a presenca de um produto
gendémico do VBI apenas nas amostras de pulmdo do grupo H-120, provenientes das
colheitas feitas nos quatro primeiros dias pos-infeccdo. As demais amostras de pulméo,
além de todas as amostras de traquéia de ambos os grupos experimentais, revelaram-
se negativas pelo método de deteccdo de eletroforese em gel de agarose (dados nédo

mostrados).
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TABELA 2. Comparacdo entre as técnicas de isolamento viral(IV)?, Nested-PCR (N-
PCR)® e PCR-ELISA(PCR-E)® na deteccdo do VBI das amostras de pulmido e traquéia

de aves experimentalmente infectadas®.

TRAQUEIA
A034 H120
Dpi v N-PCR PCR-E v N-PCR PCR-E
1 + - - + + +
2 + - - + + +
3 + - - + + +
4 + + - + - -
5 + + - + - -
6 + + - + + +
7 + - - + + +
8 + - - + + +
9 + - - + + +
10 - - - - + -
12 - - - - + +
15 - + - - + _
17 - . . i " "
20 - + - - + +
PULMAO
AO034 H120
Dpi A N-PCR PCR-E v N-PCR PCR-E
1 + + - + + +
2 + + - + + +
3 + - - + + +
4 + + + + + +
5 + + - + + +
6 + + - + + +
7 - - - + + +
8 + - - + + +
9 + - - + + -
10 - - - - + -
12 . . i i + +
15 - + + - - .
17 - - - - + -
20 . - . i " ;

* Amostras foram analisadas conforme a presenca (+) ou auséncia (-) de lesdes de nanismo, enrolamento e/ou hemorragia, nas trés
passagens em ovos embrionados SPF positivas.

® O método de deteccdo empregado foi a presenca (+) ou auséncia (-) de bandas visualizadas através da eletroforese em gel de
agarose corado com brometo de etidio.

¢ As amostras foram positivas ou negativas conforme o valor da DO (450nm), em comparag&o com o ponto de corte (média mais
trés vezes o desvio-padrdo das DO's das amostras do grupo controle - ndo infectado).
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Tabela 3 - Frequéncia de deteccdo do VBI através dos métodos de Nested-RT-PCR (N-
PCR) e PCR-ELISA (PCR-E) em amostras de traquéia e pulmdo de aves infectadas
experimentalmente com as estirpes H120 e A034, nos diferentes dias pos-infec¢do (dpi)
em relacao a freqiiéncia do isolamento viral (IV).

Estirpe VBI TRAQUEIA

vV N-PCR PCR-E
H120 9/14 12/14 10/14
A034 9/14 5/14 0/14
Estirpe VBI PULMAO

Y, N-PCR PCR-E
H120 9/14 13/14 10/14
A034 8/14 6/14 2/14

n°® amostras positivas / n°® amostras testadas
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A reacdo de Nested-PCR revelou a presenca da estirpe H120 do VBI na maioria
das amostras correspondentes aos diferentes dias pos-infeccdo testados, exceto na
amostra de pulmdo colhida no décimo quinto dia pés-infeccdo e nas amostras de
traquéia do quarto e do quinto dias pos-infeccdo (Figura 6a e b). J& nas amostras do
grupo A034, houve deteccdo do virus no periodo compreendido entre o quarto e o0 sexto
dpi, além de no décimo quinto dia dpi, tanto para as amostras de pulmdo, quanto de
traquéia. Nao houve deteccdo do virus pela técnica de Nested-PCR no terceiro dpi, no
periodo entre o sétimo e o décimo segundo dpi, além de no décimo sétimo dia pds-
infeccdo para ambos conjuntos de amostras teciduais. Nos demais intervalos pos-
infeccdo, o VBI foi detectado nos primeiros dois dias pés-infeccdo (amostras de pulméo)
e no vigésimo dpi (amostra de traquéia) (Figura 7a e b). Nado foi demonstrada a
presenca do segmento génico N do VBI, delimitado pelos primers utlizados, em
nenhuma das amostras teciduais colhidas das aves do grupo controle (n&o infectado)
(Figura 8).

A Tabela 3 revela que a freqliéncia de deteccdo do VBI pelo método de Nested-
PCR foi maior nas amostras de pulmdo do grupo H-120 (13/14) e menor nas amostras
de traquéia do grupo A034 (5/14). De maneira geral, as amostras teciduais do grupo H-
120 possibilitaram uma maior frequéncia de deteccdo do VBI do que aquelas amostras
do grupo A034, tanto quando se considera a traquéia, como o pulmao.

A reacdo de PCR-ELISA foi menos sensivel que o Nested-PCR, mas se mostrou

mais eficiente para a detecgao do VBI do que a técnica de RT-PCR.
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FIGURA 6. Deteccdo do VBI, através da reacdo de Nested-PCR, das amostras de

traquéia (A) e pulmdo (B) de aves experimentalmente infectadas com a estirpe H-120

do VBI. Legenda M': Marcador de peso molecular (100 pb - Amersham Biosciences, EUA). Canaletas
1-14: amostras de pulmé&o coletadas, respectivamente, nos intervalos de 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,12,15,17 e
20 dias pés-infeccdo (dpi). Canaleta 15: controle positivo (LCA infectado com estirpe H-120). Canaleta
16: controle negativo. Canaletas 17-30: amostras de traquéia coletadas, respectivamente, nos intervalos
de 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,12,15,17 e 20 dias pos-infec¢do (dpi). Canaleta 31: controle positivo. Canaleta 32:
controle negativo. Condi¢Oes da eletroforese: 20 m de produto de PCR, gel de agarose (1%), corado com

brometo de etideo, 100 V por 1,5 h.
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FIGURA 7. Detecgdo do VBI, atraves da reagdo de Nested-PCR, das amostras de
traquéia (A) e pulmdo (B) de aves experimentalmente infectadas com a estirpe A034 do

VBI. Legenda M": Marcador de peso molecular (100 pb - Amersham Biosciences, EUA); M: Marcador de
peso molecular (100 pb - Invitrogen, EUA). Canaletas 1-14: amostras de pulmdo coletadas,
respectivamente, nos intervalos de 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,12,15,17 e 20 dias pos-infeccdo (dpi). Canaleta
15: controle positivo (LCA infectado com estirpe H120). Canaleta 16: controle negativo. Canaletas 17-30:
amostras de traquéia coletadas, respectivamente, nos intervalos de 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,12,15,17 e 20
dias poés-infecgdo (dpi). Canaleta 31: controle positivo. Canaleta 32: controle negativo. Condi¢des da
eletroforese: 20 m de produto de PCR, gel de agarose (1%), corado com brometo de etideo, 100 V por
15h.
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FIGURA 8 Reacdo de Nested-PCR, das amostras de pulméo (A) e traquéia (B) de aves
do grupo controle (ndo infectados com o VBI) da infeccdo experimental. Legenda M:
Marcador de peso molecular (100 pb - Invitrogen, EUA). Canaletas 1-14: amostras de
pumédo (A) e traquéia (B) coletadas, respectivamente, nos intervalos de
12,34,5,6,7,89,10,12,15,17 e 20 dias da infeccdo experimental. Canaleta 15: controle
positivo (LCA infectado com estipe H120 do VBI). Canaleta 16: controle negativo.
CondicOes da eletroforese: 20 m de produto de PCR, gel de agarose (1%), corado com

brometo de etideo, 100 V por 1,5h.
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6. DISCUSSAO

Com o advento das técnicas de biologia molecular, a reacdo de PCR associada
com a transcricdo reversa (RT-PCR) tornou-se uma ferramenta amplamente empregada
no diagnéstico do VBI, conferindo uma melhora significativa na sensibilidade e na
especificidade dos métodos de diagndstico desse mesmo virus (ADZAR et al., 1996;
ADZAR et al., 1997; ANDREASEN, JACKWOOD & HILT, 1991; CAVANAGH et al,
1999; FALCONE et al, 1997; JACKWOOD, KWON & HILT,1992). No entanto, a
deteccdo dos produtos gerados pela PCR, normalmente, € feita através da eletroforese
em gel de agarose corado com brometo de etidio, com a visualizacdo dos resultados
feita em transiluminador UV. Ademais, por se tratar de uma prova qualitativa, a
eletroforese pode fornecer resultados ambiguos, como o aparecimento de bandas
fracas, ou a presenca de bandas né&o-especificas, decorrentes de artefatos, como
dimeros de primers (VESANEN et al., 1996), tendo ainda como desvantagem o risco de
manipulacdo do brometo de etidio, um componente mutagénico, além de permitir
apenas a manipulacdo de um ndmero limitado de amostras a serem analisadas
(VESANEN et al., 1996). Assim, a possibilidade de ser adotado um outro procedimento
de biologia molecular, que prescindisse da técnica de eletroforese em gel de agarose e
da coloracdo com brometo de etidio na deteccdo dos produtos génicos amplificados, tal
como ocorre com os diferentes métodos de hibridizacdo, incluindo-se ai o PCR-ELISA,
poderia trazer condicdes mais vantajosas ao diagndstico Vvirolégico, inclusive na
deteccéo do virus da bronquite infecciosa aviaria.

Ainda, com a finalidade de aumentar a sensibilidade da reacdo de RT-PCR, o
Nested-PCR foi empregado na deteccdo do VBI (ADZAR et al., 1996; CAVANAGH et

al., 1999; FALCONE et al., 1997). Essa Ultima técnica revelou-se um método bastante
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sensivel. No entanto, varias medidas e cuidados necessitam ser adotados durante o
processamento das amostras por tal metodologia, a fim de se evitar a contaminacao
cruzada com os fragmentos de DNA amplificados e re-amplificados e, por conseguinte,
a geracao de resultados falso-positivos (KHO et al., 2000).

No presente estudo, foi desenvolvido um método de diagnéstico do VBI que
associa as vantagens da técnica de RT-PCR com a praticidade da deteccdo do produto
amplificado, por meio de uma sonda empregada em uma técnica de hibridizagdo, cuja
revelacdo depende de um ensaio imunolégico, similar ao ELISA. Esta técnica,
denominada RT-PCR-ELISA, fundamenta-se na utilizacdo de um par de primers, no
qual um deles foi marcado com biotina (IBVN2), para que ocorresse a ligagdo do
produto de DNA genbmico amplificado e biotinlado na superficie da cavidade da
microplaca revestida com estreptavidina, jA que ha uma elevada afinidade entre estas
duas moléculas. A sequéncia gendmica alvo especifica foi hibridizada, em seguida, com
o auxiio de uma oligo-sonda especifica (primer IBV4) marcada com digoxigenina, um
hapteno-alvo que permite a revelagdo imunoquimica dessa reacdo atraves do uso de
anticorpos especificos anti-digoxigenina (VESANEN et al, 1996) marcados com a
enzima peroxidase, seguido da adi¢do da solugdo do substrato-cromégeno.

Pela andlise das Figuras 2 e 3, pode-se verificar as elevadas especificidade e
sensibilidade das trés técnicas de biologia molecular nesse estudo empregadas para a
deteccdo de qualquer uma das 5 estirpes do VBI testadas, o que fica ainda mais
evidenciado, quando sdo considerados os resultados negativos observados na tentativa
de deteccdo dos trés virus aviarios heterdlogos (APV, NDV e GDV). Nesse sentido, é
correto supor que a selecdo dos primers e da oligo-sonda aqui empregados, foi
apropriada, ja que tais reagentes se constituem em parametro de fundamental
importancia para conferir especificidade e sensibilidade as técnicas de RT-PCR, de
Nested-RT-PCR, ou de RT-PCR-ELISA, consoante ao constatado por KHO et al
(2000), VESANEN et al. (1996) e ZWAAGSTRA, VAN DER ZEWUST & KUSTERS
(1992). Ainda, o fato de tais primers/oligo-sondas terem sido desenhados para uma
regido altamente conservada do gene da proteina N; sendo considerados, portanto,

primers “universais” para a deteccdo do VBI (ADZAR et al., 1996), tornou possivel obter
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uma boa sensibilidade dos diferentes métodos investigados, sem prejuizo, entretanto,
da especificidade quando da aplicacdo dessas mesmas técnicas de diagnostico do VBI,
principalmente no que se refere aos patdgenos virais heterélogos (APV, NDV e GDV).

Além disso, na comparacdo da sensibilidade da técnica de PCR-ELISA com a da
RT-PCR e aquela observada no NestedPCR (Figura 4a e b), ficou demonstrado que o
PCR-ELISA foi 10 vezes mais sensivel do que a RT-PCR, enquanto que o Nested-PCR
foi 100 vezes mais sensivel do que a RT-PCR e 10 vezes mais sensivel que o PCR-
ELISA. A maior sensibilidade do Nested-RT-PCR sobre a técnica convencional de RT-
PCR j& havia sido demonstrada em vérios outros estudos anteriores (ADZAR et al.,
1996; CAVANAGH et al., 1999; FALCONE et al., 1997; KHO et al, 2000; VESANEN et
al., 1996; VILCEK et al., 1994), o mesmo ocorrendo em relacéo ao PCR-ELISA (KHO et
al., 2000; VESANEN et al., 1996). Ademais, deve ser ressaltado que, embora a reagéo
de Nested-PCR seja mais sensivel que o PCR-ELISA, o risco inerente de contaminagdo
torna esta técnica menos acessivel (VESANEN et al, 1996). Ao contrario, a
possibilidade de contaminacdo no PCR-ELISA € significativamente menor, o que torna
esta técnica mais recomendada e segura para ser aplicada no diagnéstico de
microrganismos (VESANEN et al., 1996).

A Figura 5 mostra a cinética de deteccdo do VBI (DO) obtida através da
aplicacdo da técnica de PCR-ELISA nas amostras de pulmdo e traquéia provenientes
das aves experimentalmente infectadas com as estirpes H120 e A034 do VBI. Pode-se
constatar que houve diferenca entre os valores obtidos nas amostras de pulméo e
traquéia, além de diferencas entre os grupos H-120 e A034. De modo geral, houve uma
deteccdo mais efetiva nas amostras de pulm&o do grupo de aves infectadas com a
estirpe H120, com excecdo do décimo sétimo dia poés-infecgdo, cujo maior valor foi
referente & amostra de pulmdo do grupo A034. Ao se comparar 0s resultados da
performance dos métodos de biologia molecular em relacdo aos tipos de tecidos,
verificou-se uma melhor deteccdo do VBI pela técnica de PCR-ELISA nas amostras de
puimdo do que na traquéia. As amostras foram consideradas negativas quando o0s
valores de DO foram menores do que a média dos controles negativos acrescida de
trés vezes o desvio-padrdo (BLOMQVIST et al., 1999; KHO et al., 2000).
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Deve ser salientado que, tal como foi observado por KHO et al. (2000), a
utilizacdo dos valores de DO's obtidos em amostras de tecido de aves seguramente
negativas de infeccdo pelo VBI, ao invés do branco da reagdo (substituicdo da amostra
teste por agua destilada), foi adotada para tornar os resultados da reacdo de PCR-
ELISA mais fidedignos para se fazer a deteccdo do VBI em amostras de tecidos
colhidos de aves infectadas.

Deve ficar claro também que a abordagem desse estudo priorizou a deteccdo do
VBI, sendo que os primers e a oligosonda utlizados localizaram-se na regiao
conservada do gene N. No entanto, a técnica de PCR-ELISA é, em principio, capaz,
tanto de detectar, quanto diferenciar as estirpes do VBI, desde que nela sejam
empregados primers e oligo-sondas adequados, isto €, especificos para sequéncias de
nucleotideos localizadas na regido hipervariavel do gene S. Desta forma, tal método
constituir-se-ia  uma alternativa viavel e vantajosa para o diagnostico do VBI e, por
extensdo, de outras viroses aviarias; particularmente, fazendo frente ao problema
trazido ao diagndstico correto desse virus, pela alta taxa de variabilidade genética do
VBI que é responsavel pelo surgimento de estirpes variantes em plantéis comerciais
(KUESTER et al., 1997).

A técnica de isolamento viral foi eficiente na deteccdo do VBI presente nas
amostras de traquéia e pulméo infectadas, respectivamente, com as estirpe H120 e
A034 do VBI. O virus foi recuperado entre o0 primeiro € 0 nono dia poés-infeccdo, com
excecdo da amostra de pulmdo do sétimo dia poés-infeccdo do grupo A034. Os
resultados foram compativeis com o0s encontrados por OWEN et al. (1991), que
detectaram a estirpe H-52 do VBI, através do isolamento viral em amostras de traquéia
no terceiro, quinto, sétimo e décimo dias pos-infeccdo. Resultados similares também
foram descritos por BRONZONI (1999), no desenvolvimento de um estudo de infeccéo
experimental com a estirpe patogénica M41 do VBI, no qual as aves foram infectadas
aos 14 dias de idade com um titulo infectante de 10%’ DIEsy/ml, sendo que o VBI foi
isolado entre o terceiro e o décimo dias pdés-infeccdo, em amostras de traquéia e
pulmdo. LUCIO & FABRICANT (1990) realizaram um estudo sobre o tropismo de trés

isolados cloacais do VBl em relacdo a amostra M-41, obtendo resultados do isolamento
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viral da estirpe M41 em amostras de traquéia e pulmdo que também sdo coincidentes
com aqueles por nés observados; isolamento viral até o nono dia pods-infeccao.
BHATTACHARJEE, NAYLOR & JONES (1994) utiizando o método de cultura de orgao
traqueal (TOC), em diferentes concentracdes de VBI inoculadas, concluiram que quanto
maior a dose infectante utlizada na infeccdo experimental, mais precocemente o VBI
pode ser detectado. Com uma dose infectante de 10*° foi possivel detectar a cilostase
nos aneéis traqueais entre 6 e 24 horas pés-infeccdo. Este dado comprova a presenca
do VBI nas primeiras horas pos-infeccdo e estd em consonancia com os resultados
positivos, por nés obtidos no isolamento viral do VBI durante os primeiros dias pés-
infeccdo (primeiro e segundo dias pos-infec¢éo) conforme mostra a Tabela 2.

O desenho experimental deste estudo objetivou a deteccdo do VBI durante a
fase aguda da infeccdo (ou seja, nos primeiros sete dias poOs infeccdo), estendendo-se
até os vinte dias pos-infeccdo. Por esta razdo, este trabalho deteve-se nas amostras de
tecidos do trato respiratorio superior (traquéia) e inferior (pulmdes), por serem locais
onde o VBI replica-se inicialmente, antes de disseminar-se para outros Orgdos pelos
quais possui tropismo. Isto ja foi constatado por HOFSTAD & YODER, Jr, (1966) em um
estudo no qual, apdés a infeccdo de aves com diferentes estirpes do VBl o virus foi
isolado de amostras de traquéia e pulmdes no periodo entre 24 horas a 8 dias poés
infeccao.

Os nossos resultados em relacdo a deteccdo do VBl em amostras de traquéia,
através da reacdo de RT-PCR, foram diferentes daqueles obtidos por HANDBERG et
al.(1999). Estes autores detectaram o VBI, pela reacdo de RT-PCR, em amostras de
traquéia provenientes de aves infectadas experimentalmente com quatro estirpes
diferentes desse virus no intervalo entre o primeiro e o terceiro dias pés-infeccéo.
Porém HANDBERG et al. (1999) utilizaram um método diferente no processamento das
amostras de traguéia. A membrana mucosa de aproximadamente uma metade
longitudinal das traquéias foram removidas atraves de um esfregaco com um bisturi.
Este procedimento aumentou tanto a quantidade de material como a area da superficie
traqueal analisada, bem como a extracdo do RNA foi realizada com kits de minicolunas

cromatogréficas de centrifugacao.
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Contrastando com o modelo empregado por HANDBERG et al. (1999), no
presente estudo foram utilizados fragmentos pequenos de trés traquéias/grupo/dpi,
constituindo um pool de amostras. Esta metodologia foi adotada com o objetivo de
diminuir as diferencas individuais entre as aves do mesmo grupo, tornando o grupo
amostral mais homogéneo. Além disto, as extracdes de RNA das amostras teciduais
foram efetuadas segundo as instrucdes do TRIZOL Reagent (GIBCO, BRL, EUA), que
sugerem uma propor¢éo ideal entre o volume do produto e o peso do fragmento do
tecido. Assim, o fato de haver uma menor superficie de traquéia pode justificar uma
menor eficiéncia nos resultados obtidos neste estudo através das técnicas moleculares,
possivelmente em razdo de que quanto maior a superficie empregada da mucosa
traqueal, maior serd a probabilidade de se obter uma carga viral mais elevada e,
consequentemente, maior a eficiéncia da extracdo do RNA viral do material coletado.
Ademais, HANDBERG et al.(1999) utilizaram aves entre 56 semanas de idade, para a
infeccdo experimental, diferente de nosso estudo que utlizau aves com 14 dias de
idade, sendo as dimensdes das traquéias das aves dos dois experimentos diferentes
entre si. Outros estudos foram realizados utilizando-se a deteccdo do VBI por RT-PCR,
em amostras de swabs traqueais (CAPUA et al, 1999; CAVANAGH et al, 1999;
JACKWOQOD et al., 1997; KWON et al., 1993). A utilizacdo de swabs traqueais permite
a aplicacdo do RT-PCR em estudos longitudinais ou em estudos epidemiolégicos a
campo, sendo que presente trabalho objetivou o desenvolvimento de um método
diagndstico para a deteccéo do VBI diretamente em tecidos.

A reacdo de Nested-RT-PCR detectou a presenca do VBI na maioria das
amostras testadas do grupo infectado com a estirpe H120, com excecdo das amostras
de pulméo referentes ao décimo quinto dia poés-infeccdo e de traquéia provenientes do
quarto e do quinto dias pés-infeccdo (Figura 6). Nas amostras teciduais de aves
infectadas com a estirpe A034, houve uma deteccdo menos efetiva, restringindo-se ao
intervalo compreendido entre o quarto e o sexto dias, além do décimo quinto dia pés-
infeccdo em ambos tecidos (traquéia e pulméo). Houve deteccdo do VBI nas amostras
de pulmdo do grupo AO034 no primeiro e segundo dias pos-infeccdo, bem como no

vigésimo dia pés-infeccdo da amostra de traquéia do mesmo grupo (Figura 7). Deve-se
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ressaltar mais uma vez que ndo houve deteccdo desse virus nas amostras do grupo
controle (ndo infectado), garantindo, dessa forma, que a infeccdo experimental foi
realizada em condi¢cbes adequadas (Figura 8).

A comparacdo entre os resultados das técnicas de isolamento viral (IV), Nested-
PCR (N) e PCR-ELISA (PE) na deteccdo do VBI em amostras teciduais de aves
experimentalmente infectadas, estd representada nas Tabelas 2 e 3. Verificase que
houve o isolamento do VBI em 64% das amostras de pulmdo e traquéia de ambos os
grupos experimentais, exceto nas amostras de pulmdo do grupo AO034, cujo valor foi
57%. Ja, esse mesmo virus foi detectado pelo Nested-PCR de maneira mais eficiente
nas amostras de pulmdo do grupo infectado com H-120 (93%) e em 71% das amostras
de traquéia deste mesmo grupo. A frequéncia de deteccdo da técnica de Nested-PCR
nas amostras do grupo infectado com A034 foi inferior tanto em pulmdo (43%) quanto
em traquéia (36%). A técnica de PCR-ELISA obteve uma frequéncia de deteccdo do
VBI de 71% nas amostras de pulmdo e traquéia do grupo H120 e apenas 14% nas
amostras de pulmdo do grupo A034, sendo que ndo houve deteccéo da estirpe A034 do
VBI nas amostras de traquéia por essa mesma técnica.

Em face dos dados acima referidos, pode-se afirmar que houve uma
concordancia no diagnostico do VBI pelas técnicas de isolamento viral, Nested-PCR e
PCR-ELISA em 57% das amostras de pulmdo e em 50% das amostras de traquéia do
grupo H-120 contra 43% das amostras de pulmdo e 21% das amostras de traguéia do
grupo A034. As amostras de pulmao propiciaram um melhor desempenho na técnica de
Nested-PCR, além de terem proporcionado os maiores valores (DO’s) na técnica de
PCR-ELISA, revelando ser o material ideal para se fazer o diagndstico pelos métodos
de Nested-PCR e PCR-ELISA. Pode-se, nesse caso, inferir que esses resultados
tenham ocorrido provavelmente em decorréncia da estrutura parenquimatosa dos
puimdes, o que favorece uma extracdo mais eficiente do RNA gendmico do VBI. As
amostras do grupo A034 evidenciaram uma deteccdo pouco efetva em ambas as
técnicas (Nested-PCR e PCR-ELISA), o que pode ser devido ao fato dessa estirpe ser

nefropatogénica, tendo portanto um tropismo tecidual diferente. Deve ser salientado que
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a informacdo sobre a nefropatogenicidade da estirpe A034 foi obtida posteriormente a
realizag&o do trabalho experimental’.

Lesbes renais foram caracterizadas e comparadas por ALBASSAM,
WINTERFIELD & THACKER (1986), sendo induzidas experimentalmente em aves de
35 dias de idade, infectadas com quatro estirpes nefropatogénicas do VBI. Esses
autores observaram lesdes na traguéia consistentes com aquelas que sao observadas
no quarto dia pos-infeccdo por VBI. No décimo sexto dia pos-infeccdo, nenhuma das
aves apresentou lesbes significativas na traquéia, mas foi constatada a presenca de
lesBes nos rins das aves de todos o0s quatro grupos experimentalmente infectados.

Além disto, ALEXANDER & GOUGH (1977), utlizando uma amostra
nefropatogénica do VBI, ndo conseguiram fazer o isolamento viral em amostras de
traquéia, apdés 17 dpi; contudo o virus foi isolado de fezes ou das amostras
provenientes de pool de fezes por mais de 144 dias pos-infeccdo. O isolamento do VBI
nas fezes sugere que a replicacdo desse virus ocorre no trato intestinal ou em 6rgaos
relacionados a essa estrutura, tais como as tonsilas cecais.

Ainda, dentro desse mesmo contexto, LUCIO & FABRICANT (1990)
demonstraram que estirpes cloacais do VBI possuem uma distribuicdo limitada nos
tecidos respiratorios, sendo isoladas esporadicamente na traquéia, bronquios e
pulmbes. Os resultados encontrados por estes autores confirmaram que o VBI pode
infectar diversos tecidos e que algumas cepas podem ser recuperadas frequentemente
nos tecidos do trato digestivo, particularmente nas tonsilas cecais. O mesmo estudo
constatou que tentativas iniciais de isolamento viral do VBI no trato respiratorio em
aves, provenientes de plantéis avicolas com suspeita de VBI, falharam na recuperagdo
do VBI. Estes fatos mostram que o painel de reisolamento viral de tecidos provenientes
de aves infectadas difere em funcdo das propriedades bioldgicas das estirpes
estudadas (LUCIO & FABRICANT,1990). Isto explicaria que o desempenho pouco
satisfatorio das técnicas moleculares, na deteccdo da estirpe A034 do VBI, em ambas

as amostras de tecido (pulmdo e traquéia) observadas experimentalmente, ocorreu

! BRENTANO, L. EMBRAPA / CNPSA. Comunicacdo pessoal, 2002.
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devido a patogenicidade desta estirpe viral e 0 respectivo tropismo por outros Orgaos-
alvo, tais como rins e tonsila cecal, e ndo por falhas nas técnicas de deteccdo em si.

LUCIO & FABRICANT (1990) sugerem também que diferencas no
comportamento biolégico e patogénico do VBI em relacdo ao isolamento viral, a partir
de diferentes tecidos, poderiam ser causadas pelo baixo titulo viral da amostra nos
diferentes tecidos, ou pela diminuicdo da adaptacdo embrionaria quando re-inoculada
em aves, ou ainda, por diferencas da resposta do hospedeiro a infeccdo. A
possibilidade de que outras células, além daquelas encontradas no trato respiratorio,
digestivo ou renal, possam ser infectadas pelo VBI também é ressaltada como um fator
importante por estes autores. Isto reforca a necessidade de incluir varios tipos de
tecidos e o6rgdos na tentativa de se isolar ou detectar o VBl em aves infectadas a
campo. Os autores concluiram que as tonsilas cecais, os rins, a traquéia, os pulmdes e
0 esdfago devem ser incluidos na tentativa de isolamento do VBI.

Corroborando com as observagdes acima mencionadas, FALCONE et al. (1997)
utlizaram, no desenvolvimento de RT-PCR e Nested-PCR para a detecgdo do VBI,
amostras teciduais coletadas de aves naturalmente infectadas, sendo que cada amostra
foi constituida de um pool de traquéia, pulmdo, rins e tonsila cecal. Tal procedimento
seria uma possivel alternativa para a deteccdo do VBI, ndo apenas em relacdo a estirpe
A034 empregada neste estudo, como também para outras estirpes do VBI (variantes de
campo), cujo tropismo pelos 6rgdos é desconhecido.

Uma explicacdo plausivel para o fato de algumas amostras serem negativas na
técnica de isolamento viral e positivas nas reacdes de Nested-PCR ou PCR-ELISA seria
a de que o VBI pode, depois de terem sido coletadas as amostras teciduais, sofrer
reducdo de sua infectividade ou até mesmo uma inativagdo. Ainda, a possivel razéo
para terem sido encontradas amostras que foram positvas no isolamento viral e
negativas nas reacoes de Nested-PCR e PCR-ELISA, é a de que pode ter havido perda
de RNA genbmico viral, durante o processo de extracdo, ou ainda, que a quantidade
inicial desse mesmo material presente nos tecidos coletados teria sido muito reduzida,

estando provavelmente aquém do limiar de deteccao desses mesmos métodos.
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Ademais, deve-se levar em conta para uma melhor interpretacdo de tais
resultados, que outros fatores relevantes, como o curso da infeccdo viral e o tropismo
do virus por determinados tecidos-alvo, também podem interferir de forma relevante , tal
como havia sido antes observado por KHO et al. (2000) e por LUCIO & FABRICANT
(1990).

Foi verificado ainda, que a efichcia do PCRELISA € determinada,
principalmente, pelas condicbes da reacdo de PCR, destacando-se a qualidade do
material gendmico proveniente da extracdo e as condicbes de amplificacdo empregadas
(LANDGRAF, RECKMANN & PINGOUD, 1991). Nesse sentido, tem sido descrito que
substancias presentes em alguns tipos de tecido (como traquéia e rins) podem conter
inibidores ndo especificos da atividade da enzima Tag DNA polimerase (KWON et al.,
1993; LIU et al, 2003). Assim, poderia ser encontrada uma explicacdo para a diferenca
entre os resultados obtidos nas amostras de traquéia e nas de pulm&o, nos diversos
métodos de biologia molecular aqui testados, bem como a discordancia de resultados
negativos revelados nessas técnicas em comparacdo com 0s resultados positivos

obtidos no isolamento viral.
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7. CONCLUSOES

Em face dos resultados por nés encontrados e por todo o exposto no tépico Discusséo

pode-se concluir que:

7.1 A técnica de RT-PCR-ELISA, desenvolvida nesse estudo, foi capaz de detectar o
VBl em amostras de tecidos (traquéia e pulméao), e em fluidos biolégicos (LCA) de aves

experimentalmente infectadas;.

7.2 A técnica de RT-PCR-ELISA apresentou sensibilidade e especificidade analiticas
elevadas, sendo 10 vezes mais sensivel que a técnica de RT-PCR e 10 vezes menos

sensivel que o método de Nested-PCR. Aléem disso, este método foi bastante especifico
no diagnéstico do VBI, ndo tendo havido a deteccdo dos virus aviarios heterdlogos

testados (APV, NDV e GDV);

7.3 Deve-se empregar, na técnica de RT-PCR-ELISA, "pools" de vérios érgaos pelos
guais o virus apresenta tropismo potencial, como traquéia, pulméo, rins, tonsila cecal,
ovidutos a fim de aumentar a sensibilidade de deteccdo do VBI, ao invés de apenas um

tipo de tecido ou 6rgao isoladamente.
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74 A reacdo de PCR-ELISA, utilizada pela primeira vez para o diagnostico direto do
VBI, demonstrou ser um método acessivel e rapido na deteccdo deste virus, além de
permitr a andlise de um grande nimero de amostras simultaneamente, tendo o

potencial de ser aplicada na rotina do diagnostico laboratorial da bronquite infecciosa

aviaria;

75 O método de RT-PCR-ELISA revelou-se tdo especifico quanto as técnicas de
isolamento viral e NestedPCR, porém foi menos sensivel do que esses mesmos
metodos na deteccdo do VBI, especialmente para estirpes com tropismos teciduais

diferentes daquele direcionado ao trato respiratorio.
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