UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DO ELISA INDIRETO COM
PROTEINA RECOMBINANTE DE NUCLEOCAPSIDEO DO
CORONAVIRUS FELINO (FCoV) PARA QUANTIFICACAO DE
ANTICORPOS EM SOROS DE GATOS NATURALMENTE

INFECTADOS

ARIANI CRISTINA DA SILVA ALMEIDA

BOTUCATU, SP
JUNHO, 2013



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DO ELISA INDIRETO COM
PROTEINA RECOMBINANTE DE NUCLEOCAPSIDEO DO
CORONAVIRUS FELINO (FCoV) PARA QUANTIFICACAO DE
ANTICORPOS EM SOROS DE GATOS NATURALMENTE

INFECTADOS

ARIANI CRISTINA DA SILVA ALMEIDA

Dissertagao apresentada junto ao
Programa de Pdés-Graduagdo em
Medicina Veterinaria para

obtencao do titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Pessoa

Araujo Junior.

BOTUCATU, SP
JUNHO, 2013



Nome do autor: Ariani Cristina da Silva Almeida.

Titulo: DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DO ELISA INDIRETO COM
PROTEINA RECOMBINANTE DE NUCLEOCAPSIDEO DO CORONAVIRUS
FELINO (FCoV) PARA QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS EM SOROS DE
GATOS NATURALMENTE INFECTADOS.

Comissao Examinadora

Prof. Dr. Jodo Pessoa Araujo Junior
Presidente e Orientador

Departamento de Microbiologia e Imunologia
IBB — UNESP - BOTUCATU

Prof® Dr? Luciane Alarc&o Dias Melicio
Membro

Departamento de Patologia

FMB — UNESP — BOTUCATU

Prof. Dr. Marcelo de Souza Zanutto
Membro

Departamento de Clinica Veterinaria
UEL — LONDRINA

Data da defesa: 21 de Junho de 2013.



“‘Dedico este trabalho a Deus, aos
meus pais, a minha avo e as minhas

irmas que sao a razao do meu viver”.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a DEUS por estar presente em todos os
momentos dos meus dias, da minha vida... Por toda a forga concebida, pela
qual pude superar todos os desafios e obstaculos, vencer todos os desatinos, e
manter-me sempre esperangosa para que este momento se tornasse realidade.
Foi através da fé e dessa for¢ca vinda do PAI que descobri que podemos

conseguir tudo aquilo que sonhamos.

A minha MAE, meu PAI e a minha querida AVO que sdo meus anjos da
guarda, pessoas enviadas por Deus na minha vida, minha familia mais do que
abengoada, que sao meus grandes espelhos de luta e dedicagao... Pessoas a
quem devo tudo, que sempre me amaram, me ajudaram e estiveram ao meu
lado nos bons e maus momentos da vida. Foram responsaveis por toda a

minha educagao sempre me ensinando a ser uma pessoa que faz o bem.

As minhas irmds ALESSA e ALINE que sdo meus amores, minhas
amigas e meus anjos da guarda também, e que apesar da distancia eu carrego

comigo no meu coragao todos os dias da minha vida.

Aos meus cunhados ANDRE e IZIDORO, por sempre estarem ao meu

lado, e por serem irmaos que a vida me deu.

Ao meu orientador Prof. Jodo Pessoa pela oportunidade que me
concedeu, pela paciéncia, por todos os ensinamentos e compreensao diante

das adversidades da vida.

A Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP)

pela concessao da bolsa de mestrado (processo 04677/2011).

As minhas amigas queridas Verbnica, Paty Colavite e Paty Costa pela
amizade sincera, parceria € companheirismo nos bons e maus momentos da

vida.



Aos meus amigos de laboratério, que s&o pessoas que muito me
ensinaram e contribuiram para o meu crescimento profissional e pessoal. A
Vanessa, Vivian, Claudia, Michely, Mariana, Thays, Jacqueline, Raissa,
Ricardo e Duroc que estdo e sempre estiveram dispostos a me ajudar. Ao
pessoal que ja foi embora em busca de novos horizontes e que muito me

ajudaram no comeco de tudo Flavio, Andressa, Lidyane, Sueli e Tays.

A poés-graduanda Aline Santana da Hora e seu orientador Prof. Paulo
Eduardo Brandéo, pela parceria e por ceder gentilmente as amostras de soros
de gatos.

Aos meus amigos Dani, Solange, Sérgio, Berna, que apesar da distancia
estdo sempre presentes na minha vida me apoiando, torcendo e rezando por

mim.

Aos amigos que fiz na faculdade nestes quatro anos de Botucatu,

Selene, Jodo Marcelo, Marina, Acacia que sempre torceram pela minha vitoria.

Aos funcionarios e professores do departamento que sempre estiveram

dispostos a ajudar, em especial ao Lula, Luis e Ana.

Ao meu tricolor, SPFC, que € uma grande paixdo na minha vida.

A todos que me ajudaram direta e indiretamente.

E a todos os animais, em especial as minhas cadelas MEG e LILI...
Razao pela qual me orgulho em ser MEDICA VETERINARIA.



Tabela 1.

LISTA DE TABELAS

Primers desenhados para a amplificacdo da sequéncia

codificante da proteina N do FCOV...riiccciiiiiiiieeeeereeeeeeeeeees



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

LISTA DE FIGURAS

Esquema representativo da estrutura da espécie tipo dos

coronavirus, o Murine hepatites virus (MHV), demonstrando

as proteinas estruturaiS.....uuuieeeeeeeessssssssssssssss e esneassasaes

Esquema representativo das relagdes genéticas entre o FCoV

e CCoV. As sequéncias azuis sdo de origem felina e as

sequéncias laranja sao de origem canina. As setas indicam

0s possiveis sitios de recombiNagOes.....cuvvrrrrrrrreeremnnnnnnssssssnnns
Mapa do vetor de expressdo pGS21a. Na ponta da seta o local
de insergao da sequéncia codificante da proteina N do FCoV
entre os sitios de clonagem Ncol e BamHI........ccveeeeciiiiireennnen.
PCR utilizando o kit LongRange 2 Step RT-PCR (QIAGEN®)....
Gel de agarose a 1% - analise de restriGa0.......cceurrrrrrrreeeennnnnnnns
Analise das sequéncias — Alinhamento no programa Mega 5,
mostrando a mudanga do nucleotideo.......ccoueeeeciirerreeencssseeeeennas
Analise das sequéncias — Alinhamento no programa Mega 5,
mostrando a mudanga do aminoacido final........ccceeeeeeceeireeeennee.
Crescimento de 4 coldnias da bactéria E.coli cepa BL21 (DE)
com o plasmideo pGS21a/proteina N do FCoV.....ceveveeeeeeennnnnees
Digestdo do plasmideo pGS21a/proteina N com as enzimas
Ncol € BamHI....eeeeeeeeee et s r s e s e e
Analise das sequéncias 1, 3 e 4 no programa Mega 5...............
Analise das sequéncias 1, 2 e 4 no programa Mega 5...............
SDS-PAGE da determinacdo do tempo de incubacédo e da
concentragao de IPTG para indUGA0....ueeeeemmmsssnsssssssssssrssersmennnnns
SDS-PAGE da determinacdo do tempo de incubacido e da
concentragao de IPTG para iNdUGA0......cuuueeerrecsssmnnmnmmmnmrnnrreeeeens
SDS-PAGE da determinagdo do tempo de incubacédo e da
concentracido de IPTG para indUGa0.......cuveeeeeererrreennnssrereeennnnnns
SDS-PAGE da determinacdo do tempo de incubacido e da
concentracdo de IPTG para indUGA0....ceeeeeuensssessinissssssssssssnnnnnnns
SDS-PAGE da determinagéo da solubilidade da proteina..........

03

04

16

25

26

27

27

27

28

28

29

29

30

30



Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

SDS-PAGE apés purificagdo, com eluicao de 500 mmol/L de
Imidazol. Fragdes insoluveis 6, 5, 7 e 8 mostrando as bandas
de tamanho esperado (aproximadamente 72 kDa).........ccceeeeeeeas
Fragdes insoluveis 14,16,19, 25, 28, 34 sem a presenca da
banda, e sobrenadante nao purificado mostrando a banda de
da

(aproximadamente 72 KDa)......uuueeeeeemmmmnnnnsssssssssssssessssesssssnsnnnnnes

tamanho correspondente ao proteina  desejada
SDS-PAGE apés purificagdo, com eluicao de 500 mmol/L de
Imidazol. Fragdes soluveis 4, 5, 6, 7 e 8 mostrando as bandas
de tamanho esperado (aproximadamente 72 kDa).........ccceeeeeeees
Western blot para confirmar a reatividade do antigeno
(= oT0] a1 7 0 F=T oL =
SDS-PAGE - gel

transferéncia de MemMbrana. .. e e e e emeenas

corado com Coomassie blue apods

Grafico da determinagdo da concentracdo ideal de antigeno
proteina N/FCoV utilizando 50, 100, 150 e 200 ng/pogo para a
etapa de sensibiliZag80.. .. ueerrrrriiriii e
Grafico da razao entre a média da duplicata do pool A4s0 maior
que 1,5 e da média do pool Asso menor que 0,3.....cceeeeeeccereennnnns
Grafico da comparacdo de seis soros diferentes entre as
fragdes de antigeno proteina N/FCoV soluvel e insoluvel...........
Grafico da determinacdo da melhor diluigdo dos soros,
testando as diluicdes 1/50, 1/100, 1/200 € 1/400......cccececeerrrrennn.
Grafico da Razado entre a média da duplicata do pool Asso
maior que 1,5 e da média do pool A5 menor que 0,3 nas
diluigdes 1/50, 1/100, 1/200 € 1/400.....cccceeeeeerrrrnmmnnneneereeeeeeeeens

Grafico dos resultados obtidos no processamento de 382
amostras de soro de felinos, divididos em intervalos de Asso:
00-0,2,>02-0,4;>0,4-0,6;>0,6-0,8;>0,8..ccccccurrrrrun.

33

33

34

34

35

36

36

37

37

38



LISTA DE ABREVIATURAS

A: absorvancia

BCA: acido bicinconimico

bp: pares de bases

BSA: albumina sérica bovina

°C: grau Celsius

cDNA: DNA complementar

DMSO: dimetilsulféxido

DNA: acido desoxirribonucleico

dNTP: desoxibonucleotideos trifosfatados
E.coli: Escherichia coli

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
FIVP: Feline infectious peritonitis virus (virus da peritonite infecciosa felina)
FCoV: Coronavirus felino

FECoV: Coronavirus entérico felino

g: grama

HCI: cloreto de hidrogénio

IgG: imunoglobulina G

IPTG: isopropil 1B-tiogalactopiranisideo

kb: kilobase

kDa: kilodalton

LB: Meio Luria-Bertani

LPD: leite em p6 desnatadao

mg: miligrama

MgCI2: cloreto de magnésio

mL: mililitro

NaCl: cloreto de sédio

N: nucleocapsideo

nm: nanémetro

PIF: Peritonite Infecciosa Felina

PBS: tampéao fostato (phosphate buffer saline)
PBST: tampao fostato (phosphate buffer saline) + 0,05% de tween 20

PCR: reagdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction)



RNA: acido ribonucleico

rpm: rotacdes por minuto

RT: transcriptase reversa

SDS: sodio dodecil-sulfato

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel electrophoresis
(eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sodio)
TCB: tampao carbonato-bicarbonato

U: unidades

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-galactopiranosideo

ML: microlitro

Mg: micrograma

MM: micromolar



“Tudo posso naquele que me fortalece”
Filipenses 4:13

“Tudo é do PAI, toda honra e toda gloria, é dele a
vitéria alcangada em minha vida”

Banda Dom



SUMARIO

RESUMO.......ceiiiiiiiiii s sss s e e e smmnnn e s nn e e e XV
= 1S 1 3 X O XVi
1. INTRODUGAOD........eeeeemririseseesassssessessesssse e ssessessssesssssssssssssssssnsssenns 01
2. REVISAO DE LITERATURAL.......coecetrieteeens e saesnesssse s snesnessssssnenns 02
2.1. Coronavirus feliN0.....cccccrrssssnsnnnnnmnrerrrr s smm s 02
P2 =3 o1 (=0 01 Te] [0 o | = T 04
R T = (0T = o] = 05
3 TS 1 = TS o 1[0 06
2T I 1 = To [ T ] (o o 06
2.5. 1. Diagndstico sorolégico da infecgao pelo FCoV....cvveriiieveeeees 07

2.5.2. Uso de ELISA no diagndstico sorologico da infecgdo pelo

L7 0 S 08
OBUETIVOS..... . r s s 10
MATERIAL E METODOS........cccovereruernseensseesssessssesssssssssssssssssssssssssssanes 11
4.1. Resumo das etapas experimentaiS.......ccccuummmmmrrrimmmmremsesssnssssssnns 11
4.2. DesSenhO A0S PriMerS...ee e ssssssssssssssisrrrrrrsrnnssnssssssssssssssssssssssssnssnnnn 12
L T =T o= Lo T 0 L= TN o] N 12

4.4. Sintese de cDNA e Amplificacdo do fragmento que codifica a
proteina N do FCoV com uso do kit QIAGEN® LongRange 2Step RT-

O USROS 12
4.5. Purificacdo dos fragmentos amplificados........ccccvvvrrrerrrrrreeeeeeccnnnnnnns 13
4.6. Clonagem da regiao que codifica a proteina N do FCoV................. 13
T 3 (R 5 =Toz= To I o] F= ] o1 o 7= X 14
4.8. Digestdo dos plasmideos recombinantes.......cccccevererrereemnnnnnsnsnsssnns 14
3 IS T=Yo [ T=T g o =g 0 =T o | (o J 15
4.10. Aquisigao de plasmideo de eXPreSSA0.....uuumreeummnnssnssssssssssssssrrsnnnnns 15
4.11. Propagacao do plasmideo pGS21a/proteina N......ccccccmerrerrreerennn. 16
4.12. Digestao no vetor de eXPreSSA0....cuuiirirrrmmereeerennsnsssssssssssssssssssnns 17
4.13. SinteSe d€ NOVOS PriMErS e ccrerrremnnsrrrrrrrnnnsssssrrnnnsssssersssnnsssssssene 17

4.14. Sequenciamento plasmideo de eXpreSS80.......couerrrrrrrrrrrrrrrrrrnnnnnnns 17



4.15. Expressao da proteina recombinante.........cccceeernimnirniirrnnsnsssseenennnes
4.15.1.Determinacao do tempo de incubagao apés a inducéo......
4.15.2.Determinacéo da concentragao de IPTG para a indugao....
4.15.3.Determinacgao da solubilidade da proteina recombinante....
4.15.4.Producéo da proteina recombinante.........ccoevirrirnnnnrecneennns

4.16. Purificagdo da proteina recombinante......ccccvvimrreeeemmnenncnscnnssnnnnnns

4.17. WesStern DIOt. ..o

4.18. ELISA INAIr€10...ueeeeeeeeieeerieirsesissssssssssssssssssmsmmmssssse s s ss s s s sssssnnns
L 300 TR TN 0 o] 1 = 1

4.18.2. Selegao do Pool A4sp maior que 1,5 e do Pool Asso menor

4.18.3. Teste do tipo de bloqueio da placa.....ccccovereeemmcrirrmreenscnrennns
4.18.4. Determinagdo da concentracdo do antigeno e
Determinagéo da melhor fragédo a ser utilizada.......ccceveveveeeeennnnnnnnss
4.18.5. Determinacéo da diluiGA0 dOS SOrOS....eeuuerrrrrrmmnsssrrerrnnnnnnns
4.18.6. Aplicagdo do ELISA indireto e processamento das
= 1 1 1] 1 =T
RESULTADOS......coooiiiceeetr s s scsse e s e s s s ssssns s s s s s s ssmns e s se s snmnne e s e s sssssnnnens
5.1. Sintese de cDNA e Amplificacdo do fragmento que codifica a
proteina N dO FCOV...iiiiiiiiieiiiieeecssss s s s s e e e er s s s s s s e e e e e e
5.2. Purificagdo, clonagem e digestao dos plasmideos recombinantes..
ERC TS o 61T g o= 0 1 T=T o) o T
5.4. Propagacao do plasmideo pGS21a/proteina N......cceeeeeeveeeeeeeenennnnee.
5.5. Digestao No vetor de eXPreSS80....ee s srsssssssssrsssrsssssssnsnnnssssssssnns
5.6. Sintese de novos primers e Sequenciamento do plasmideo de
L2 (0] (=T Lo
5.7. Expressao da proteina recombinante.......ueeeuueescsssssssssssieseessensnennnees
5.7.1. Determinagao do tempo de incubacédo apds a indugao e
Determinagao da concentragao de IPTG para a indugéo................
5.7.2. Determinacao da solubilidade da proteina recombinante.....
5.7.3. Producao da proteina recombinante.........cccceeecerrereeeencinnnns
5.8. Purificacdo da proteina recombinante.......cccooimmmmimserccccccscssnnnnnnnns
5.9. Western DIOt..... .o

19
19

22
22

23
23

23
25

25
25
26
27
28

28
29



© o N

E TR R I SN g T 1= o 35

5.10.1. Testes de padroniZzagao.....ccccceeerrrrrrrmnnssssrrrmmnsssssesrnnnnsssssenns 35
5.11. AMOSLras proCeSSAUAS. ..uuumuumrunsrrirrssssissssrrrrrrssnnsnnsnsssssssssssssssnnsnnnnns 38
DISCUSSAD........coeieiririsserae s ssessesssssssessesssssssseses sassssssssssssssssssnssnes 39
CONCLUSOES........cceereeeerirererae s ses e ssesassss e e saessesassessessesaesassnssenes 45
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cccoovniererereresesssesessssssssesessnens 46
TRABALHO CIENTIFICO......ocoieeiieecieecies e ssssesns s s s esnnes 52
9.1. Normas de publicagao da revista “Veterinary Microbiology’............. 53

9.2, ATHGO e verevereereeeremseesessssasesesessesesessesasessesasesasesneseeessesasessesanessemsenane e 62



ALMEIDA, A.C.S. Desenvolvimento e aplicagao do ELISA indireto com
proteina recombinante de nucleocapsideo do Coronavirus Felino (FCoV)
para quantificacdo de anticorpos em soros de gatos naturalmente
infectados. Botucatu, 2013. 50 paginas. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista.

RESUMO

O Coronavirus felino (FCoV) é um membro da ordem Nidovirales, familia
Coronaviridae, género Alphacoronavirus, que € responsavel por causar a
peritonite infecciosa felina (PIF). Dentre os testes soroldgicos utilizados no
auxilio ao diagndstico da doenga, o método mais sensivel e recomendado € o
ELISA. O FCoV apresenta caracteristicas que dificultam seu cultivo celular,
sendo necessario o uso de antigenos recombinantes no ELISA. A proteina de
nucleocapsideo (N) do FCoV apresenta vantagens no seu uso como antigeno
recombinante em testes sorologicos, por ser conservada, altamente
imunogénica, e ser uma das mais produzidas durante a infecgao viral. O
objetivo deste trabalho foi padronizar e aplicar o ELISA indireto com uso de
proteina N recombinante para detectar anticorpos anti-FCoV em soros de gatos
naturalmente infectados. Um fragmento de rim de um felino que veio a 6bito
com PIF foi utilizado para extragdao de RNA viral, amplificacdo pela RT-PCR e
sequenciamento da proteina N. A sequéncia da proteina N foi sintetizada com
coédons otimizados para expressao em Escherichia coli e inserida no plasmideo
pGS21a. Apds sua producao, a proteina foi purificada. Foi realizado o Western
blott com soro de gato naturalmente infectado para a confirmacdo da
reatividade da proteina. Na padronizacdo do ELISA indireto foi determinada o
tipo de bloqueio, concentracdo de antigeno e diluicdo dos soros. Trezentos e
oitenta e duas amostras de soros felinos foram testadas. Os resultados obtidos
mostraram que a proteina produzida apresentou 6tima reatividade no ELISA
indireto. Foram encontradas diferencas de Asso entre os soros testados, onde
se demonstrou uma alta capacidade de discriminacdo com Ayso de 0,1 a 1,8,
mostrando que o teste € quantitativo. O ELISA indireto padronizado para
deteccao de anticorpos anti-FCoV utilizando a proteina N recombinante € um
meétodo eficiente e pode ser aplicado em amostras de campo.

PALAVRAS-CHAVE: Coronavirus, Diagnéstico, ELISA, PIF, Felinos.



ALMEIDA, A.C.S. Development and application of indirect ELISA with
recombinant nucleocapsid protein of feline coronavirus (FCoV) for
quantification of antibodies in sera from naturally infected cats. Botucatu,
2013. 50 paginas. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The Feline Coronavirus (FCoV) is a member of the Nidovirales order,
Coronaviridae family, Alphacoronavirus genus, which is responsible for causing
Feline Infectious Peritonitis (FIP). Among the serological tests used in the
disease diagnosis, ELISA is the most sensitive and recommended assay. FCoV
has characteristics that difficult their cell culture growing, requiring the use of
recombinant antigens in the ELISA. The FCoV nucleocapsid protein (N) is
conserved, highly immunogenic and is the most protein produced during viral
infection, being a great recombinant antigen in serological tests. The aim of this
study was to standardize and apply the indirect ELISA using recombinant N
protein to detect anti-FCoV antibodies in sera from naturally infected cats. A
kidney fragment of died feline FIP positive was used for extraction of viral RNA,
amplification by RT-PCR and sequencing of the protein N. The N protein
sequence was synthesized with optimized codons for expression in Escherichia
coli and inserted into pGS21a plasmid. The protein was produced, purified and
the Western blotting was performed with sera from naturally infected cat to
confirm the reactivity of the protein. To indirect ELISA standardization, the
antigen concentration, serum dilution and the blocking reagent were
determined. Three hundred eighty-two cat’'s sera were tested. The obtained
results showed that the protein presented good reactivity in indirect ELISA. The
Ay4sp differences from 0.1 to 1.8 showed the quantitative feature of the assay.
The standardized indirect ELISA for detection of anti-FCoV using recombinant

N protein is efficient and can be applied in field samples.

KEY WORDS: Coronavirus, Diagnosis, ELISA, Feline, FIP.



1. INTRODUCAO

A peritonite infecciosa felina (PIF) € uma doenga fatal, cronica, que
acomete os felinos, causada por um Coronavirus, que muitos especialistas
consideram uma mutagéao in vivo do coronavirus entérico felino (FECoV), que
estd amplamente disseminado, principalmente em gatis e abrigos. O
coronavirus  felino (FCoV) exibe uma patogenicidade bimodal,
produzindo infecgdes entéricas subclinicas e a peritonite infecciosa felina, que
€ mortal para os gatos que a desenvolvem.

A PIF foi descoberta na década de 60 e, desde entdo, muitos estudos
foram realizados na tentativa do desenvolvimento de técnicas de diagndstico
que possam diferenciar o felino que esta apenas infectado do felino que
desenvolvera a doencga.

A patogenia da doenca também tem sido alvo de muitas pesquisas, e a
teoria mais aceita até os dias atuais € a da mutagao interna, que ocorre ao
acaso durante o curso da infeccéo entérica, na qual o virus adquire capacidade
de replicar-se em macréfagos, fato que possibilita a viremia e disseminagéo
sistémica.

O diagndstico da PIF continua a ser um dos mais dificeis de se
estabelecer com o animal em vida, e ndo existe nenhum método pratico e
rapido que confirme o diagndstico. Dentre os métodos de auxilio ao diagnéstico
que podem ser realizados estéo os testes soroldgicos.

Entretanto, no Brasil os testes sorolégicos comercialmente disponiveis
sao importados e de elevado custo, sendo inviavel, principalmente, para
proprietarios de gatis e abrigos. Embora os métodos sorolégicos nao
determinem o diagndstico conclusivo da doencga, eles podem ser solicitados
diante casos de felinos com sinais clinicos sugestivos da doenga, com
alteragbes em exames complementares (hemograma, perfil de proteinas), no
monitoramento de animais que vivem sozinhos ou em ambientes populosos,
como na introdugao de um novo animal no ambiente.

Por isso, o desenvolvimento de uma técnica quantitativa para deteccao de
anticorpos anti-FCoV é de grande importancia, onde sera possivel oferecer um
servigco de baixo custo, com qualidade e rapidez.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Coronavirus felino

O FCoV pertence a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, género
Alphacoronavirus. Sdo RNA virus envelopados de fita simples, com polaridade
positiva, que contém o maior genoma de RNA conhecido, tornando-o altamente
sujeito a mutagcdo espontédnea durante a replicagdo (Chandler et al., 2006;
Pratelli, 2008). E responsavel por causar uma das mais importantes doencas
infecciosas que acomete os felinos domésticos e selvagens, a peritonite
infecciosa felina (PIF).

A PIF é uma doencga infecciosa, imunomediada, sistémica, progressiva e
fatal (Addie & Jarrett, 2006). Foi descrita pela primeira vez na década de 60, no
ano de 1963 no Angell Memorial Animal Hospital em Boston, pelo Dr. Jean
Holzworth. Desde entdo, a doenca tem sido relatada em todo o mundo
(Pedersen, 2009; Le Poder, 2011).

Os coronavirus causam doencas respiratdrias e entéricas prevalentes em
humanos e animais domésticos (Lai & Homes, 2007).

Evidéncias postulam que o agente causal, virus da peritonite infecciosa
felina, seria um mutante do coronavirus entérico felino (FECoV), indistinguivel
deste ultimo em relagdo as propriedades fisicas e antigénicas. A mutagao do
FECoV ocorre ao acaso durante o curso da infec¢cédo entérica, na qual o virus
adquire a capacidade de replicar-se em macrofagos, fato que possibilita a
viremia e disseminagao sistémica (Addie & Jarrett, 2006; Norsworthy et al.,
2006; Cornelissen et al., 2007).

A estrutura genGmica de todos os coronavirus € semelhante. O genoma
dos FCoVs apresenta aproximadamente 29.000 nucleotideos (Pedersen,
2009). Apresentam 11 ORFs (open reading frames), sendo duas grandes ORFs
que codificam a polimerase, quatro ORFs que codificam as proteinas
estruturais de espicula (S), membrana (M), nucleocapsideo (N) e envelope (E)
(figura 1) e, cinco ORFs que codificam as proteinas nao estruturais 3a, 3b, 3c,
7a e 7b (Addie et al., 2004 — b; MYRRHA et al., 2011).

A glicoproteina S €& multifuncional e desempenha um papel central na

biologia e patogénese da infecgado por FCoV. Sado as responsaveis por dar a



esta familia de virus a aparéncia de coroa (microscopia eletrbnica). S&o
utilizadas para a ligagdo ao receptor e para a entrada viral, e apresentam as
sequéncias mais variaveis no genoma do coronavirus (Woo et al, 2010).

A proteina M é a proteina estrutural mais abundante e apresenta funcoes
importantes relacionadas com a ligagao do virus as células e com a imunidade
do hospedeiro mediada por células, bem como a inducdo de anticorpos-
dependentes (Pratelli, 2008; Woo et al., 2010).

A proteina N (50-60 KDa) também € uma das mais abundantes proteinas
produzidas durante a infec¢do viral e desempenha um importante papel na
replicagdo viral, montagem e na imunidade do hospedeiro, além de ser
bastante conservada e altamente imunogénica. O seu uso para clonagem e
produgdo de proteinas recombinantes em ensaios sorolégicos é bastante
comum (Lai & Homes, 2001; Batillani et al., 2010; Woo et al., 2010).

Murine Hepatitis Virus (MHV)

Spike glycoprotein
trimer (S)
Nucleoprotein (N)
and RNA genome

Membrane protein
(M)

Hemagglutinin-esterase
dimer (HE)

OGS -
&y :
& e Envelope small membrane protein
4;'-\ e, pentamer (E}

Figura 1. Esquema representativo da estrutura da espécie tipo dos coronavirus, o Virus da

Hepatite Murina (MHV), demonstrando as proteinas estruturais. Fonte: ViralZone

O FECoV é classificado em dois sorotipos virais | e |l, baseados nas suas
caracteristicas de crescimento nas culturas de células, citopatogenicidade e
reatividade com anticorpos neutralizantes. O sorotipo | é observado
particularmente em felinos e se replica pobremente em culturas de células,
sendo 0 mais comum na natureza, responsavel por 70% a 80% das infec¢des
em felinos. O sorotipo Il é resultante da recombinagao entre o sorotipo | € o

coronavirus canino, se replicando bem em culturas de células. Ambos os



sorotipos podem causar sinais clinicos nos gatos domésticos, que variam
desde infecgBes assintomaticas, sinais entéricos ou de PIF (Addie & Jarrett,
2006; Chandler et al., 2006; Shiba et al., 2007; Pratelli et al., 2009). Na figura 2
demonstra-se um esquema representativo das relacbes genéticas entre o
FCoV e o CCoV (coronavirus canino), e os possiveis sitios de recombinacao

que dao origem ao sorotipo Il do FCoV (Le Poder, 2011).
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Figura 2. Esquema representativo das relagbes genéticas entre o FCoV e CCoV. As
sequéncias azuis sdo de origem felina e as sequéncias laranja sao de origem canina. As setas

indicam os possiveis sitios de recombinagées. Fonte: Le Poder, 2011.

2.2. Epidemiologia

A infecgao por FCoV apresenta ampla distribuicdo nos felinos domésticos
e também pode ser observada nos felinos selvagens. A PIF é mais frequente
em ambientes com alta concentragcdo de felinos, pois € onde ocorre maior
infecgao viral e aumento do numero de disseminacdo de cepas do FIPV,
expondo os animais a altas doses infectantes nas fezes (Hoskins & Loar, 1993;
b- Foley et al., 1997).

O FCoV é altamente contagioso, possuindo alta prevaléncia em gatis e
abrigos de felinos. Ambos os sorotipos sao transmitidos por via fecal-oral e
geralmente causam infecgdes intestinais leves. O virus persiste no intestino de
gatos saudaveis e pode ser eliminado de forma continua ou intermitente no

ambiente, durante meses a anos (Norsworthy et al., 2006). Segundo Hora et



al., 2013 o FIPV também pode ser eliminado nas fezes e na urina, podendo
infectar diretamente outro felino.

Aproximadamente 13% dos gatos se tornam portadores do virus para o
resto da vida, mas raramente desenvolvem sinais clinicos de PIF. O virus é
mantido na populacdo por intermédio dos carreadores cronicos e pela
reinfeccdo de gatos portadores temporarios, sendo a detecgdo desses
portadores importante (Daiha, 2003).

A ocorréncia da doenca é maior em gatos jovens, com predominio em
animais entre seis meses e cinco anos de idade. No entanto, podem ocorrer
casos em gatos com mais de 10 anos, associados ao declinio da resposta
imune. Alguns fatores podem influenciar o aparecimento da PIF, dentre eles
merecem destaque o estresse, “status” imunolégico, uso de corticoides,
histérico de cirurgias, a dose infectante e a viruléncia da cepa viral (Daiha,
2003; Oliveira et al., 2003).

2.3. Patogenia

A patogenia da doenga é complexa, e até os dias atuais ela permanece
incerta, e algumas hipoteses sédo sugeridas: a teoria da mutagao interna e a
teoria de que fatores do hospedeiro e fatores virais influenciariam esta mutacao
(Myrrha et al., 2011).

O gato infecta-se com o FCoV por via oronasal. O virus atinge o intestino
onde se replica no citoplasma dos enterdcitos maduros do topo das vilosidades
intestinais, causando infecgcao assintomatica ou diarréia, consequente a morte
dessas células (Addie & Jarrett, 2006; Pedersen, 2009).

Na teoria da mutacdo interna o FECoV que esta nos enterdcitos
apresenta capacidade de se replicar em macréfagos, invadir os tecidos
intestinais e 0 sangue, e a sua presengca no sangue e nos tecidos levaria a
replicacdo continua, propiciando o surgimento de cepas mutantes com
viruléncia aumentada (Vennema et al., 1998).

Na outra teoria proposta o surgimento de quasispecies e a resposta
imune dos felinos, seriam os fatores virais e do hospedeiro, respectivamente,
envolvidos na mutagdo (Myrrha et al.,, 2011). Os gatos que apresentam uma

forte resposta imune mediada por células ndo desenvolvem a PIF, entretanto,



gatos que montam predominantemente uma resposta humoral progridem para
a doenga. Acredita-se que o desenvolvimento da doenga seja fortemente
dependente de resposta mediada por células T, que provavelmente € a unica
resposta imune eficiente contra a progressao da doenca (Pedersen, 1987;
Venemma et al., 1995; Satoh et al, 2011). O mecanismo de deplegdo das
células T néo é claro, porque o virus ndo infecta linfocitos, somente macréfagos

e mondcitos (Sykes, 2010).

2.4. Sinais Clinicos

Os sinais clinicos que ocorrem na PIF sdo provenientes diretamente da
vasculite e do dano isquémico causado nos 6rgaos em decorréncia das lesdes
nos vasos que os irrigam. A PIF é classificada em duas formas: uma efusiva
(umida), caracterizada por vasculite e poliserosite (que ocasiona efusbes
toracicas e abdominais), e uma forma nao efusiva (seca), caracterizada por
lesdes piogranulomatosas em érgaos (Kipar et al., 2005).

Os gatos que apresentam sinais clinicos evidentes de PIF provavelmente
nao sobreviverdao por mais de 12 meses, pois ndo ha tratamento efetivo e o

curso da doenca resulta em ébito do animal (Hartmann, 2005).

2.5. Diagnéstico

O diagndstico antemortem da PIF é desafiador, pois néo existe
disponivel um teste que seja sensivel e especifico para o FIPV. Como o virus
€ altamente prevalente nas populagdes felinas, a maioria dos gatos sao
positivos para FCoV nos testes sorologicos e de amplificagdo de DNA com o
uso da enzima transcriptase reversa (RT- PCR) (Can-Sahna et al., 2007). Um
diagndstico conclusivo ndo pode basear-se exclusivamente na sorologia ou na
RT-PCR, que detectam a resposta humoral ou a presenca do virus. Assim, vao
fornecer informacdes sobre a infeccdo, e nao sobre uma possivel evolucao
para o desenvolvimento da PIF (Giori et al., 2011).

Essas observacgdes sustentam a hipotese de que a presencga do FCoV ou
de anticorpos na corrente sanguinea ndo é um marcador diagnéstico para a

PIF, mas sim de que o estado de portador existe, e os gatos sistemicamente



infectados permanecem saudaveis e representam uma fonte constante de
disseminagao do FCoV (a- Foley et al., 1997).

As dificuldades em diagnosticar de forma definitiva a PIF sdo decorrentes
da variabilidade das manifestagbes clinicas (sinais sao inespecificos), do
periodo de incubagéo, da auséncia de alteragbes hematoldgicas e bioquimicas
patognomoénicas, e da baixa sensibilidade e especificidade dos testes utilizados
rotineiramente (Hartmann et al., 2003).

Em muitos casos, o diagndstico presuntivo pode ser feito através da
avaliacdo do historico, achados clinicos, resultados laboratoriais (hemograma,
bioquimicos, avaliagcdo da efusdo), titulo de anticorpos para coronavirus e
exclusao de doencgas semelhantes. O diagndstico definitivo é feito através da

necropsia e histopatologia (Oliveira et al, 2003; Addie & Jarrett, 2006).

2.5. 1. Diagnéstico sorologico da infecgao pelo FCoV

A infeccao pelo FCoV é extremamente comum em gatos domésticos e ja
foi demonstrada por inumeros estudos de soroprevaléncia (Addie & Jarret,
2006). Anticorpos estao presentes em cerca de 80 a 90% dos gatos que vivem
em gatis, e apenas 5 a 10% desses gatos soropositivos desenvolverdao a
doencga e morrerao de PIF (Herrewegh et al., 1995).

A deteccao de anticorpos anti-FCoV quando realizada de uma maneira
correta e interpretada dentro de um contexto ideal contribui como uma
importante ferramenta de auxilio (Addie & Jarrett, 2006; Mota, 2010). E através
da sorologia € possivel o monitoramento de niveis de anticorpos de felinos que
vivem em ambientes populosos, sendo possivel a separacdo de animais
positivos; o0 monitoramento de felinos que sao usados para reproducdo. A
sorologia também pode ser importante para 0 acompanhamento de surtos em
gatis e, principalmente, para o monitoramento desses gatis até que eles se
tornem livres da infecgéo pelo FCoV (Zanutto & Mitika, 2007).

Os testes utilizados devem ser quantitativos, pois um teste sorolégico que
apenas indique a presenga de anticorpos nao € util no diagnéstico (Hartmann,
2005). Dentre os testes que s&o realizados, estdo a imunofluorescéncia
indireta, a técnica de neutralizacédo viral e a prova de imunoadsorgao
enzimatica (ELISA) (Pedersen, 2009).



2.5.2. Uso de ELISA no diagndstico sorolégico da infecgao pelo
FCoV

Pratelli (2008) considera o método ELISA o mais sensivel podendo ser
usado como teste padrao para detectar anticorpos anti-FCoV. O autor realizou
um estudo onde a sensibilidade e especificidade da técnica foi avaliada em
comparagao aos testes de virus neutralizagdo e imunofuorescéncia indireta
(considerados como testes padrdo). O ELISA demonstrou ter uma boa
especificidade e sensibilidade para detectar anticorpos anti-FcoV. Na analise
dos resultados o autor considerou que o ELISA foi capaz de detectar anticorpos
contra ambos os sorotipos do FCoV, podendo ser utilizado como teste padréo
para a triagem de soros de gatos.

Segundo Addie et al (2004 - a) um teste utilizado para deteccédo de
anticorpos anti-FCoV através da técnica de ELISA, comercialmente disponivel
(FCoV Immunocomb, Biogal Galed Laboratories) foi comparado com a técnica
de imunofuorescéncia indireta, e apresentou uma sensibilidade de 95% e a
especificidade de 83%, sendo considerado um teste util diante um caso de
suspeita de PIF.

Os Coronavirus apresentam dificuldade de crescimento em cultivo de
células, e o uso de antigenos recombinantes € bastante comum, pois sdo mais
praticos de se obter, possibilitando a producdo de grande quantidade de
proteina e utilizando métodos que facilitam a sua purificagéo.

A proteina N pelas caracteristicas citadas na revisdo acima € a mais
utiizada como antigeno recombinante em técnicas soroldgicas, e ja foi
demonstrado 0 seu uso com sucesso no diagndstico sorologico para
coronavirus de outras espécies, destacando a SARS (sindrome respiratéria
aguda grave) (Timani et al., 2004; Woo et al., 2004; Carattoli et al., 2005).

Até onde sabemos ndao ha nenhum teste com uso de proteina
recombinante para deteccdo de anticorpos anti-FCoV de baixo custo, como
relatado na revisdo acima. Diante das vantagens apresentadas tivemos como
objetivo geral a padronizagdo de um ELISA indireto que possa oferecer um

servigo de qualidade, rapido e de baixo custo.



3. OBJETIVOS

e Produzir o antigeno recombinante proteina de nucleocapsideo (N) do
FCoV para deteccao de anticorpos anti-FCoV.

e Padronizar o método de ELISA indireto para quantificacdo de anticorpos
anti-FCoV em soros de gatos naturalmente infectados.

¢ Aplicar a técnica ja padronizada em amostras de campo.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Resumo das etapas experimentais
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4.2. Desenho de primers

Com o acesso NC_002306.1 (GenBank) primers para a proteina N do
FCoV foram desenhados utilizando a ferramenta do Primer Blast. Os primers
descritos na tabela 1 - 1 e 2 — amplificam toda a proteina N (incluindo o cédon

iniciador e o cédon terminador) totalizando 1413 pb, e os primers 3 e 4 uma

parte interna da proteina totalizando 476 pb.

Primer Sequéncia (5'—3") Tamanho N° acesso
Forward primer 1 GCAACTACTGCCACAGGATGGGC 1413 pb NC_002306.3
Reverse primer 2 CGCAGACTACTGTCAGGCACACC
Forward nested 3 TGGGTTGCAAGGGATGGTGCC 476 pb NC_002306.3
Reverse nested 4 TGAGGGTAGCATTTGGCAGCG

Tabela 1: Primers desenhados e utilizados na amplificagéo da proteina N do FCoV.

4.3. Extracao de RNA

O RNA viral foi extraido a partir de fragmento de rim de um felino que veio
a 6bito com PIF, utilizando o TRIZOL (Invitrogen®) seguindo as recomendacdes

do fabricante.

4.4. Sintese de cDNA e Amplificagao do fragmento que codifica a
proteina N do FCoV com uso do kit QIAGEN® LongRange 2Step RT-PCR

Na primeira etapa, o RNA foi desnaturado com uma incubagéo de 65°C
por 5 minutos, e apos colocado no gelo. Em um tubo foi preparado o master
mix (LongRange RT Buffer 5x; dNTP mix (10 mM/cada); Oligo dT (1 mM);
LongRange RNAse inhibitor (4U/uL); LongRange RT e agua nuclease free),
preparado para reagao final de 20 pL, seguindo as recomendagdes do
fabricante. O RNA desnaturado foi colocado junto com esse master mix,
homogeneizado e incubados a 42°C por 90 minutos, e em seguida a 85°C por
5 minutos para inativagao da enzima. Este cDNA foi armazenado a -20°C até o

momento do seu uso.




Na segunda etapa de amplificacdo um novo master mix foi preparado
(LongRange PCR Buffer com MgCI**; dNTP mix (10 mM/cada); primer sense 1
e anti-sense 2 (tabela 1) - (0,4 uM/cada); LongRange PCR enzyme mix (2U) e
agua nuclease free. A amplificagdo foi realizada com uma etapa inicial de
desnaturacdo do DNA a 93°C por 3 minutos, seguida de 10 ciclos de 93°C por
15 segundos para desnaturagéo, 60°C por 30 segundos para anelamento dos
primers, 68°C por 2 minutos e meio para extensao das fitas. Em seguida 28
ciclos de 93°C por 15 segundos para desnaturacdo, 60°C por 30 segundos
para anelamento dos primers, 68°C por 2 minutos e meio + 20 segundos para
extensao das fitas, e 68°C por 10 minutos para a etapa de extensao final.

Apods a PCR, o produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel
de agarose a 1% corado com SYBR® Safe DNA gel Stain (Invitrogen®), e apds
a visualizagao da banda do produto de interesse (aproximadamente 1500 pb) a

mesma foi cortada para etapas posteriores.
4.5. Purificagao dos fragmentos amplificados

O fragmento que codifica a proteina N do FCoV que apresentou o
tamanho esperado foi cortado do gel de agarose a 1% e purificado com o kit
illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare®)
seguindo as recomendacgdes do fabricante, e posteriormente quantificadas em

gel de agarose a 1% em comparacgéo ao High DNA Mass Ladder (Invitrogen®).
4.6. Clonagem da regiao que codifica a proteina N do FCoV

O DNA purificado foi clonado no plasmideo pGEM-T- Easy (Promega®)
seguindo as recomendagbes do fabricante. Esse plasmideo foi utilizado na
transformacao fisico-quimica feita em bactérias E. coli cepa DH5a. Na
clonagem foi utilizada a proporcao 3:1 cépias do produto de PCR/vetor para a
realizacdo da ligagdo. As bactérias foram plaqueadas em meio LB agar (1%
triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% NaCl, 1,5% de agar bacteriolégico)
(SAMBROOK et al., 1989) contendo 100 pg/mL de ampicilina, 100 pyL de IPTG
(isopropil1 B-tiogalactopiranisideo — 100 mmol/L) e 20 pyL de X-gal (5-bromo-4-



cloro-3-indolil 3-D-galactopiranosideo — 50 mg/mL) aplicados na sua superficie.
As placas foram incubadas por 16 a 18 horas a 37°C.

Uma coldnia branca foi visualizada e uma PCR desta foi feita utilizando os
primers do vetor descritos pelo fabricante (pbGEM-TF & GTT TTC CCA GTC
ACG AC 3’ posicéo 2949-2972 e pGEM-TR 5 CAG GAA ACA GCT ATG AC 3’
posicéo 176-197).

Para a realizacggdo da PCR foi utilizado o kit Platinum Taq DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen®) seguindo as recomendacbes do
fabricante. A amplificagdo foi realizada com uma etapa inicial de lise das
bactérias e desnaturagéo a 94 °C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C
por 1 minuto para desnaturagdo da fita de DNA, 51°C por 1 minuto para o
anelamento dos primers e 72°C por 2 minutos e meio para a extensao das fitas,
e a fase de extensédo final de 72°C por 10 minutos. O produto de PCR foi
analisado por eletroforese em gel de agarose a 1% corado com SYBR® Safe
DNA gel Stain (Invitrogen®).

A col6nia foi inoculada em caldo LB com 100 ug/mL de ampicilina. A
cultura foi mantida sob agitagdo constante de 220 rpm, a 37 °C por

aproximadamente 16 horas.
4.7. Extracao plasmidial

Na cultura apdés o crescimento de 16 horas, os plasmideos foram
extraidos com o kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel®), seguindo
recomendacgdes do fabricante. A quantificacdo dos plasmideos recombinantes
extraidos foi realizada no espectrofotdmetro NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific). Uma fragdo de 900 pL dessa cultura foi congelada a -80 °C com

10% de glicerol.
4.8. Digestao dos plasmideos recombinantes

Para confirmar a inser¢cao dos fragmentos desejados, foi feita digestao
dos plasmideos recombinantes extraidos com a enzima EcoRI (Fermentas®),
que libera o fragmento inserido no vetor pGEM Easy (Promega®). Foi utilizada

10 U da enzima para digerir 1uL do plasmideo. A reacao foi incubada por 2



horas a 37°C e os produtos da digestdo foram analisados em gel de agararose
a 1% corado com SYBR® Safe DNA gel Stain (Invitrogen®).

4.9. Sequenciamento

Os clones que apresentaram o fragmento de tamanho desejado
(plasmideo+inserto) tiveram suas bandas cortadas, e posteriormente
purificadas com o kit illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(GE Healthcare®). Esses fragmentos purificados foram submetidos ao
sequenciamento. Para tanto foi utilizado o BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) e o aparelho de sequenciamento
automatico ABI 3500 (Applied Biosystems), conforme recomendagdes do
fabricante, e utilizando os primers sense ou antisense do vetor pGEM.

Uma fragdo do produto purificado da PCR foi enviada também para o
sequenciamento, para uma comparagdo com a amostra que passou pelo
processo de clonagem. Apds esses resultados, para confirmar a possivel
mutagdo encontrada uma segunda clonagem foi realizada, onde a mesma

amostra inicial foi utilizada e os mesmos protocolos foram repetidos.
4.10. Aquisicao de plasmideo de expressao

Com a sequencia da proteina N do FCoV, apds sua analise no programa
MEGA 5, em comparacdo com outras sequencias ja depositadas no
GENBANK, foram avaliadas as melhores condicbes para otimizacdo e
solicitada a sintese do gene completo, contendo 1139 pb no vetor pUC 57, e a
subclonagem em vetor de expressdo pGS21a para a empresa GenScript
(representante no Brasil — FASTBIO). O fragmento desejado foi solicitado entre
os sitios de clonagem Ncol e Bam HI, com a cauda de histidina na porgao

amino-terminal (figura 3).
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Figura 3. Mapa do vetor de expressdo pGS21a. Na ponta da seta o local de insercéo da
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sequéncia codificante da proteina N do FCoV entre os sitios de clonagem Ncol e BamHI.

4.11. Propagacgao do plasmideo pGS21a/proteina N

O plasmideo de expressao contendo a sequéncia otimizada da proteina N
foi inserido na bactéria E.coli cepa DH5-a através da transformacéao fisico-
quimica, seguindo orientagbes do fabricante, e apds foi realizada extracéo
plasmidial com o kit QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen).

Em seguida o DNA plasmidial extraido acima foi introduzido na bactéria
E.coli cepa BL21 (DE) também através da transformagdo fisico-quimica,
seguindo orientagdes do fabricante. Duas colbnias isoladas foram submetidas a
multiplicagdo em meio LB contendo 100 pg/mL de Ampicilina, submetidos a
agitacdo de 220 rpm a 37°C overnight. A extracdo plasmidial novamente foi
realizada com o kit QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), e a quantificagao feita
no NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

Ao final de cada etapa uma fracdo de 900 pyL da cultura com 10% de

glicerol foi armazenada a -70°C para posterior uso se necessario.

proteina N



4.12. Digestao no vetor de expressao

Uma analise de restricao foi realizada na tentativa de confirmar o tamanho
do fragmento desejado. Foram feitas analises para a melhor escolha do
tampdo a ser usado (Tango 1x), e as enzimas utilizadas foram Ncol (New
England Biolabs®) e BamHI (Fermentas®), pois a sequéncia se encontrava
inserida entre estas duas enzimas no plasmideo pGS21a (sitio de clonagem). A
reacao foi realizada com incubacdo a 37°C, por 2 horas, seguindo as
recomendagdes do fabricante. Apos a reacgédo, os produtos digeridos foram
analisados em gel de agarose a 1% corado com SYBR® Safe DNA gel Stain

(Invitrogen®).
4.13. Sintese de novos primers

Para a realizagdo das reagdes de sequenciamento, foi necessaria a
sintese de quatro novos primers, que foram desenhados no programa Primer
Blast, utilizando a sequéncia otimizada pela empresa GenScript, para a
confirmacao da presenca da sequéncia codificante da proteina N do FCoV.

O primer FCoV 1 anela com a terminagcdo 5 da regidao do plasmideo
proxima a enterokinase (5" GAT CTG GTA CCG ACG ACG AC 3’), enquanto o
primer FCoV 2 anela com a terminagédo 3’ da regido interna da proteina N (3’
GTT AGA TTG CTG GCG CAC AC 5’) amplificando um produto de 633 pares
de bases. O primer FCoV 3 anela com a terminagdo 5 da regido interna da
proteina N (5° AAA CGC GTG ATA CCG CAC CG 3’), enquanto o primer FCoV
4 anela com a terminagdo 3’ da regido do plasmideo proxima a histidina
carboxi-terminal (3° TCA GCT TCC TTT CGG GCT TT 5’) amplificando um
produto de 580 pares de bases. A localizacdo do anelamento dos primers pode

ser observada na figura 3.
4.14. Sequenciamento plasmideo de expressao
A colénia que obteve a maior quantificacdo no mini-prep foi submetida ao

sequenciamento para confirmar a presenca da sequéncia inserida, a orientacao

correta do fragmento e verificar a fase de leitura de tradugéo da proteina a ser



produzida. Para tanto foi utilizado o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems) e o aparelho de sequenciamento automatico ABI 3500
(Applied Biosystems), conforme recomendacao do fabricante e utilizando um

dos primers descritos no item 4.13.
4.15. Expressao da proteina recombinante
4.15.1. Determinagao do tempo de incubacgao apds a indugao

Uma colbnia isolada do pGS21a/proteina N em E.coli cepa BL21 (DE) foi
usada para inocular 5 mL de meio LB liquido contendo 100 upg/mL de
ampicilina, que foram incubadas a 37°C, por 16 a 18 horas, sob agitacao suave
de 200 rpm. Como controle foi usado uma colénia de E.coli cepa BL21 (DE)
sem plasmideo, deixada sob as mesmas condi¢gdes citadas acima; nao foi
possivel fazer o controle do plasmideo, pois ndao tinhamos o pGS21a sem
inserto.

Uma fracao de 1 mL de cada cultura foi transferida para 20 mL de meio
LB liquido contendo 100 pg/mL de ampicilina (a cultura controle s6 com a
bactéria sem plasmideo foi inoculada em meio sem antibiético). Essas culturas
foram incubadas a 37°C, a 200 rpm até atingir a Asgo de 0,5-1,0.

Atingida a Aesgo desejada, essa nova cultura foi dividida em duas, sendo
uma induzida e a outra n&o induzida. A inducéo foi realizada com IPTG nas
concentragdes finais de 0,1 mmol/L; 0,5 mmol/L e 1,0 mmol/L, incubadas a
30°C, a 200 rpm.

Para a determinagcdo do tempo de incubagcdo onde ocorreu a maior
producao de proteina, foram coletadas fragdos de 1 mL nos momentos 0, 30
minutos, 1, 2, 3 e 16 horas (deixadas overnight). A cada momento foi realizada
a leitura da Aspo € a fragdo de 1 mL de cada cultura foi centrifugada (16.000xg,
2 minutos) e o pellet ressuspendido em 100 yL de Tampao de amostra SDS 1x
(12 mM Tris-HCI pH 6,8; 5% Glicerol; 0,4% Sodio Dodecil-Sulfato; 2,88 mmol/L
2-Mercaptoetanol e 0,02% Azul de Bromofenol), aquecido a 100°C por 5

minutos, e depois mantido no gelo.



4.15.2. Determinagao da concentragcao de IPTG para a indugao

Para determinar a concentragdo o6tima de IPTG para a indugdo da
proteina recombinante, o mesmo procedimento do item 4.15.1 foi realizado. A
cultura de E.coli cepa BL21 (DE) com pGS-21a/proteina N foi induzida com

IPTG nas concentragdes de 0,1; 0,5 e 1,0 mmol/L.

4.15.3. Determinacgao da solubilidade da proteina recombinante

A cultura da E.coli cepa BL21 (DE) com pGS-21a/proteina N induzida com
IPTG a 0,5 mmol/L e incubada durante 3 horas (previamente determinados) a
30°C, foi submetida a lise para determinar se a proteina N recombinante se
encontrava na fragédo soluvel ou na fragéo insoluvel.

Para isso, as células bacterianas foram centrifugadas a 3000 x g durante
15 minutos a 4°C, lavadas 2 vezes em PBS, e ressuspendidas em tampéo de
lise (20 mmol/L de fosfato de sédio pH 7, 4; 0,5 mol/ L NaCl, 0, 5 mg/mL
lisosima) a 1/10 do volume inicial da cultura, e foi adicionado nessa fase
inibidores de proteases ( Protease Inhibitor Mix HP - SERVA Electropohresis)
na concentracdo recomendada pelo fabricante.

O lisado foi incubado por 30 minutos a 4°C, e ap6s submetido a agitagao
suave de 100 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Foi adicionado
Triton-X na concentracao final de 1% e incubado por 10 minutos a temperatura
ambiente sob agitagdo suave de 100 rpm. Em seguida, foi realizada a
centrifugagao a 3.000 xg por 15 minutos a 4°C. A fragao soluvel (sobrenadante)
foi separada, e o pellet (fragcao insoluvel) foi ressuspendido em 20 mmol/L de
fosfato de sddio pH 7,4; 0, 5 mol/L NaCl e 8 mol/L de uréia.

4.15.4. Produgao da proteina recombinante

Uma colbnia isolada do pGS-21a/proteina N em E.coli cepa BL21 (DE) foi
usada para inocular 15 mL de meio LB liquido contendo 100 ug/mL de
Ampicilina, incubadas por 16 a 18 horas, a 37°C, sob agitagao de 200 rpm.

Uma fragdo de 8 mL dessa cultura foi transferida para 150 mL de meio LB

liquido com 100 ug/mL de Ampicilina, e deixada sob agitagao a 200 rpm a 37°C



até atingirem Agyp de 0,5-1,0. Apds, a cultura foi induzida com IPTG na
concentracdo de 0,5 mmol/L por 16 horas (previamente determinados) e
incubada a 30°C, a 200 rpm.

Toda a cultura foi centrifugada a 3000x g, durante 15 minutos, a 4°C. O
meio foi descartado e o pellet foi lavado 2 vezes em PBS (10 a 15 mL por vez,
centrifugado a 3000x g, por 15 muntos, a 4°C). As células bacterianas foram
entao ressuspendidas em Tampéao de Lise (20 mmol/L de fosfato de sédio pH
7, 4; 0,5 mol/L de NaCl, 1 mg/mL de lisozima e 20 mmol/L de Imidazol) a 1/10
do volume da cultura, juntamente com Protease Inhibitor Mix HP (SERVA
Electrophresis) na concentragdo recomendada pelo fabricante.

Em seguida as culturas foram incubadas no gelo por 15 minutos e
submetida a lise por sonicagao por 6 vezes (amplitude de 40%, 4°C por 30
segundos, e intervalo de 1 minuto).

Foi realizada a centrifugacdo a 3000x g, durante 15 minutos, a 4°C. O
sobrenadante (fracdo soluvel) foi coletado e o pellet (fragdo insoluvel)
ressuspendido em solugdo desnaturante (20 mmol/L de fosfato de sédio pH
7,4; 0,5 mol/L de NaCl, 20 mmol/L de imidazol e 8 M de ureia) a 1/10 do
volume da cultura.

Ao final das etapas 4.15.1 a 4.15.4 a analise das fracdes foi realizada pela
SDS-PAGE (Laemmli, 1970), com gel de separagéo de 12,5% e coloragdo com

Coomassie Blue.
4.16. Purificagdo da proteina recombinante

A purificagdo da proteina recombinante presente na fragdo soluvel e
insoltvel foi realizada com a coluna His Trap™ HP (GE Healthcare Life
Science) que separa as proteinas de interesse por cromatografia de afinidade
ao metal imobilizado (niquel), que tem afinidade pela cauda de histidina
presente na por¢ao amino ou carboxi-terminal das proteinas recombinantes.

A purificacao foi realizada conforme orientagdo do fabricante, utilizando
como solucgao de ligagao e lavagem o tampéao fosfato (20 mmol/L de fosfato de
sodio pH 7,4; 0,5 mol/L de NaCl; 20 mmol/L de imidazol), com auxilio em todas
as etapas da bomba peristaltica. Para eluicdo da proteina recombinante foi

utilizada a concentracdo de 500 mmol/L de Imidazol em tampao fosfato (20



mmol/L de fosdato sédio pH 7,4 e 0,5 mol/L de NaCl), onde todas as fragbes
eluidas foram coletadas em 1 mL e analisadas por espectrofotometria nos
comprimentos de onda 260 e 280 nm, utilizando o NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific), para observar o0 momento em que ocorreu o pico de saida de
proteina.

Algumas fragdes foram selecionadas (fracdo insoluvel: 5, 6, 7 e 8; fragcédo
soluvel: 4, 5, 6, 7 e 8) e analisadas pela SDS-PAGE (Laemmli, 1970), com gel
de separacao de 12,5% e coloragao com Coomassie Blue.

ApoOs determinar as fragdes que possuiam a proteina recombinante, a
concentracéo de proteina foi estimada pelo método de BCA (Smith et.al., 1985)
em comparagao a curva padrdao de concentracdo de albumina sérica bovina
(BSA). Nessa etapa também foi adicionado inibidores de proteases (Protease
Inhibitor Mix HP — SERVA Electropheris).

4.17. Western blot

As fragcdes foram submetidas ao Western Blot para verificacdo da
reatividade com o antigeno produzido. Foi realizada a SDS-PAGE (Laemmli,
1970) e apods a transferéncia em membrana de nitrocelulose (porosidade 0,22
um - Protran™ — Whatman) no aparelho Trans-Blot SD Smi-dry Transfer Cell
(Bio Rad®), seguindo recomendacbes do fabricante. A transferéncia foi
realizada a 12 V, por 20 minutos, e como tampao de transferéncia foi usado o
Bjerrum and Schafer-Nielsen (48 mM Tris, 39 mM Glicina, 20% metanol, 3,35
mL de SDS a 10%, pH 9.2).

Apés a transferéncia, a membrana foi corada em solugao de Ponceau S
(0,1% Ponceau e 5% Acido acético glacial) por 10 minutos e descorada com
agua Mili-Q até a total eliminagdo da coloragdo avermelhada presente na
membrana. O gel foi corado também com a coloracdo de Coomassie Blue para
verificagdo da eficiéncia da transferéncia.

As etapas seguintes foram realizadas através do uso do kit Immun-Blot
Assay Kit (Bio Rad®) seguindo as recomendagbes do fabricante. Como
anticorpo primario foi utilizado um pool de cinco soros de felinos escolhidos
aleatoriamente, e como anticorpo secundario o conjugado anti IgG de coelho

Anti-IgG de gato marcado com peroxidase.



4.18. Elisa Indireto

4.18.1. Amostras

Foram coletadas amostras biologicas de felinos residentes em gatis
(abrigos) nos municipios de Sao Paulo e Rio de Janeiro, com os quais se
firmou colaboragdo para a realizagdo deste projeto, em parceria com a
Doutoranda Aline Santana da Hora, orientada pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo
Brandao, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal
(VPS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade de Sao Paulo (USP) através do processo FAPESP bolsa
09/17535-9; auxilio a pesquisa 2010/07492-8.

Os gatis foram selecionados pelo histérico de ocorréncia de PIF em pelo
menos um animal do gatil. De todos os animais cohabitantes foram coletadas
amostras. Para o estudo foram utilizadas as amostras de soro obtidas em pelo

menos quatro momentos, com intervalos de quatro meses entre as coletas.

4.18.2. Selegao do Pool As50 maior que 1,5 e do Pool As50 menor que
0,3

Para a selegao dos cinco soros que fariam parte dos pools com Ayso maior
que 1,5 e A450 menor que 0,3 noventa amostras aleatérias foram testadas nas
seguintes condigdes: sensibilizagdo com 200 ng/pogo, bloqueio com LPD a
10%, soros diluidos 1/100. A partir dos resultados, cinco soros de gatos para

cada pool foi selecionado.

4.18.3. Teste do tipo de bloqueio da placa

Na tentativa de diminuir as reagdes inespecificas da reacdo foram
testados como bloqueio o leite em p6 desnatado (LPD) a 10% e o soro
albumina bovina (BSA) a 2%, diluidos em TCB pH 9,6 e incubados a 37°C em

camara umida por 1 hora, 1 hora e meia ou por 2 horas.



4.18.4. Determinagao da concentracao do antigeno e Determinagao

da melhor fragao a ser utilizada

Na determinacdo da concentragao ideal de antigeno a ser utilizado na
reacao foram testadas as concentragdes de 50, 100, 150 ou 200 ng/pogo de
antigeno recombinante proteina N do FCoV. Testes com as fragbes dos
antigenos soluveis e insoluveis também foram realizados nas mesmas
condi¢des para a escolha do melhor a ser utilizado.

Para calcular qual a melhor concentracdo e qual o melhor tipo de
antigeno a ser usado, foi calculada uma razdo entre a absorvancia média da
duplicata do pool maior que 1,5 e a absorvancia média do pool menor que 0,3.

Aquele que apresentou maior razao foi escolhido para as analises seguintes.
4.18.5. Determinacao da diluicao dos soros

Na determinagcdo da melhor diluicdo de soro a ser utilizada, foram
testadas as diluigdes 1/50, 1/100, 1/200 ou 1/400 com as concentracdes de
antigeno testadas no item 4.18.4. As analises foram feitas conforme descritas

no item acima.
4.18.6. Aplicagao do ELISA indireto e processamento das amostras

As amostras foram processadas em microplacas de ELISA de fundo plano
e rigido (Nunc - Maxisorp®) com 96 cavidades. A sensibilizagdo foi feita com
100 pL/pogo do antigeno diluido em TCB pH 9,6 na concentragdo de 200
ng/pogo, durante 16 a 17 horas, a 4 °C em camara umida para a adsorgéo. As
amostras foram testadas todas em duplicata. Com o término da incubagao, a
placa era lavada cinco vezes com PBST pH 7,4. Estas lavagens ocorreram
entre todas as etapas seguintes.

Para a fase de bloqueio foi utilizado o BSA a 2% diluido em TCB pH 9,6
sendo aplicado 300 ulL/pogo durante 1 hora em camara umida a 37°C. Os
soros dos gatos foram diluidos 1/200 com PBST e BSA a 2% sendo aplicado
100 pL/pogo e incubado durante 1 hora em camara umida a 37°C.

O conjugado IgG de coelho anti-lgG de gato marcado com peroxidase foi



diluido 1/1000 em PBST e BSA a 2% e incubado durante 1 hora em céamara
umida a 37°C. Na etapa seguinte foi adicionada a cada cavidade 100 yL/pogo
da solugao de substrato cromoégeno, contendo 10 mL de tampé&o citrato/acetato
(pH 6,0), 100 puL de TMB (10 mg/mL diluido em DMSO) e 2,5 pL de perdxido de
hidrogénio a 30%. Apds 15 minutos de incubacdo sob agitagdo suave em
temperatura ambiente, a reacdo enzimatica foi bloqueada pela adicdo de 50
pL/pogo de HCI a 2mol/L. A leitura das microplacas foi realizada em um leitor
de ELISA (Multiskan EX — Labsystems) a um comprimento de onda de 450 nm.
Dos resultados foi subtraido um branco onde foram adicionadas as etapas de

bloqueio e substrato. No total 382 amostras foram processadas.



5. RESULTADOS

5.1. Sintese de cDNA e Amplificagcao do fragmento que codifica a
proteina N do FCoV

Na figura 4 pode-se observar, entre os tamanhos do marcador 2000 e
1000 pb, um fragmento unico condizente com o tamanho esperado de

aproximadamente 1413 pb.

1413 pb

Figura 4. PCR utilizando o kit LongRange 2 Step RT-PCR (QIAGEN®) amplificando um produto
de 1413 pb (primers 1-2). * O marcador utilizado (M) foi de 1 kb.

5.2. Purificagao, clonagem e digestao dos plasmideos recombinantes

Apés a purificagao obteve-se uma concentragao final de 10 ng/ uL do
DNA proteina N/FCoV. Apenas uma coldnia branca foi visualizada na placa. O
resultado da PCR da colénia para confirmar a insercdo do fragmento no
plasmideo foi negativa (mudangas nas etapas da PCR foram realizadas, pois
com o tamanho do fragmento que seria amplificado ndo seria possivel realizar
a PCR nas condig¢des ja padronizadas) . Mesmo assim optamos por continuar e
proceder com as etapas seguintes.

A analise de restricaio com a enzima EcoRI mostrou a presenca do
fragmento esperado e do plasmideo linearizado, como pode ser observado na

figura 5.



Wi 2) 3015 pb

b) 1500 pb (+/-)

Figura 5. Gel de agarose a 1% - analise de restricdo: a) fragmento do plasmideo e b)

fragmento da proteina N. Marcador de tamanho molecular 1 kb (M).

5.3. Sequenciamento

A primeira sequéncia obtida, quando analisada em relacdo aos
nucleotideos, apresentou 91% de identidade com sequéncias ja conhecidas e
depositadas no GENBANK (GU017093.1; GU017096.1; HQ012371.1). Quando
analisada em relagcdo aos seus aminoacidos a identidade obtida foi de 89%
(AAY32599.1; ACT10860.1; ADC34648.1).

Na primeira sequéncia (clonagem) a base 214 apresentou-se como
guanina (G), e na segunda sequencia (PCR) apresentou-se como adenina (A),
mudando o aminoacido de glicina para arginina (figura 6 e 7). Quando
comparado com sequéncias ja conhecidas e depositadas no GENBANK, a
predominancia foi da presenca da base adenina.

A terceira sequéncia apresentou a mesma alteragdo na base 214

(presenga da guanina), confirmando assim, a mutagao.

m M5: Alignment Explorer (AN)-;&LISE SEQUENCIA - AS E AB.mas)
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

DMNA Sequences hranslated Protein Sequences ]

base 214

@ecies!kbbrv

1. ptn N - acesso FJ938062
2. Proteins N - PCR (] DR Bl L PO | EEREY T P E e [ PR PG [ [ EAREEEEEERAG
3. Proteins N - clonagem EEE AR R R R e AR e F AR F R F R BN 5 A A E R A N E R E R HEER A EHEEEEEEERAE

4. BEANCO 1 |
L3 RRANCD 2 ‘

Figura 6. Alinhamento das sequéncias no programa Mega 5, mostrando a mudanga da base

214 na sequencia da clonagem — troca da base A pela base G.



M M5: Alignment Explorer (SEQUENCIA PRONTA - CLONAGEM E PCR.mas)
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

EETTIEY LN
DNA Sequences Translated Protein Sequences |

Species/Abbry L T P T T

el REaNNE- AN - - ERENA-B-0-000:|
gl v NERMNE - NEMR: = - ERENE-0-A-HEN:|
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3. Droteina N - DCR - 22 e | R | ] ]
3. Proteina N - Clonagem - a2 LIIIIF?IIIIIIIIIII

4. Seguenee 20 frmemmmmmmmemmemeooe-

Figura 7. Alinhamento das sequéncias no programa Mega 5, mostrando a mudanca do

aminoacido final.

5.4. Propagacao do plasmideo pGS21a/proteina N

Na figura 8 observa-se o crescimento de quatro coldnias. Apds a extragcao
do DNA plasmidial, obteve-se uma quantificagdo da coldnia 2 analisada de
436,2 ng/uL, a qual foi utilizada nas etapas seguintes de expressado da

proteina.

Figura 8. Crescimento de quatro col6nias da bactéria E.coli cepa BL21 (DE) com o plasmideo

pGS21a/proteina N do FCoV.

5.5. Digestao no vetor de expressao

Na figura 9 observa-se uma banda que corresponde ao fragmento
esperado da proteina N, proxima ao marcador de 1500 pb, e o fragmento

correspondente ao tamanho do plasmideo linearizado.



Figura 9. Digestdo do plasmideo pGS21a/proteina N com as enzimas Ncol e BamHI. M:
marcador. No circulo vermelho banda da colénia 2 que corresponde ao tamanho do fragmento
da proteina N (1139 pb aproximadamente). Na flecha a presenga do plasmideo linearizado

(aproximadamente 7000 pb).

5.6. Sintese de novos primers e Sequenciamento do plasmideo de

expressao

Com as quatro reagbes realizadas, foi possivel obter o contig da
sequéncia completa da proteina N do FCoV, e com isso a confirmagao da
presencga da sequéncia inserida, a orientagcéo correta do fragmento e a fase de

leitura de tradugao da proteina a ser produzida (figuras 10 e 11).

Sea-1 |FREENEREERANERRENERRARMMAERRRENENNE
IIIIIII====III RERERAENEH

Seq.4 |HAEEEEAEERARARAERERRAEAREATARRRARA

Figura 10. Analise das sequéncias 1, 3 € 4 no programa Mega 5 .



Figura 11. Analise das sequéncias 1, 2 e 4 no programa Mega 5

5.7. Expressao da proteina recombinante

5.7.1. Determinagcdo do tempo de incubagao apés a inducao e

Determinagao da concentragao de IPTG para a indugao

Os melhores tempos de incubacao foram de 3 horas e 16 horas, nao
ocorrendo diferencas significativas entre elas. Na determinagcdo da
concentragdo ideal de IPTG observa-se uma maior semelhanga entre as
concentragdes 0,5 e 1,0 mmol/L, como pode ser observado nas figuras 12, 13,
14 e 15.

Ind. 0,4 Ind.0,5 ||‘ld.1
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.

974=

es-—§s

45

Figura 12. SDS-PAGE da determinagéo do tempo de incubagéo e da concentracdo de IPTG para
indugdo. Coluna 1: marcador (M) — Standards/Broad Range (Bio Rad). Colunas 2, 3 e 4:
momento 0 hora induzido com 0,1; 0,5 e 1 mmol/L. Colunas 5, 6 e 7: momento 30 minutos
induzido com 0,1; 0,5 e 1mmol/L, mostrando a presenca da banda esperada de
aproximadamente 72 kDa. Colunas 8 e 9: momento 1 hora induzido com 0,1 e 0,5 mmol/L,

mostrando a presencga da banda esperada de aproximadamente 72 kDa.



Figura 13. SDS-PAGE da determinagéo do tempo de incubagéo e da concentracdo de IPTG para
inducdo. Coluna 1: marcador (M) — Standards/Broad Range (Bio Rad). Coluna 2: momento 1 hora
induzido com 1 mmol/L. Colunas 3, 4 e 5: momento 2 horas induzido com 0,1; 0,5 e 1Tmmol/L.
Colunas 6, 7 e 8 : momento 3 horas induzido com 0,1; 0,5 e 1 mmol/L. Todas as colunas

mostrando a presenga da banda esperada de aproximadamente 72 kDa.

Figura 14. SDS-PAGE da determinagéo do tempo de incubagdo e da concentragédo de IPTG para
inducdo. Colunas 1: marcador (M) — Standards/Broad Range (Bio Rad). Coluna 2, 3 e 4:
momento 16 horas induzido com 0,1; 0,5 e 1 mmol/L, mostrando a presencga da banda esperada
de aproximadamente 72 kDa. Colunas 5, 6 e 7: culturas controles ndo induzidas, nos momentos

2, 3 e 16 horas, auséncia da banda.
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Figura 15. SDS-PAGE da determinagédo do tempo de incubagdo e da concentragdo de IPTG para
indugéo. Colunas 1: marcador (M) - Standards/Broad Range (Bio Rad). Coluna 2, 3 e 4: controle com
BL21 (DE) sem plasmideo induzida com 0,5 mmol/L, mostrando a auséncia da banda esperada de
aproximadamente 72 kDa. Colunas 5, 6 e 7: plasmideo pGS21 a + proteina N nos momentos 1, 3 e

16 horas, induzida com 0,5 mmol/L, mostrando a presenga da banda esperada de aproximadamente
72 kDa.

5.7.2. Determinacgao da solubilidade da proteina recombinante

Inicialmente a proteina foi observada em grande quantidade na fragao
insoluvel (figura 16), apresentando uma banda correspondente ao tamanho

esperado, de aproximadamente 72 kDa.
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Figura 16. SDS-PAGE da determinac¢ao da solubilidade da proteina. Colunas 1: marcador (M) —
Standards/Broad Range (Bio Rad). Colunas 2 e 3:. plasmideo pGS21 a + proteina N induzida
com 0,5 mmol/L por 3 horas, mostrando a presenga da banda esperada de aproximadamente 72
kDa na fragdo insoluvel (pellet ) e auséncia da banda na fragéo soluvel (sobrenadante). Colunas
4 e 5: controle com BL21 (DE) sem plasmideo induzida com 0,5 mmol/L por 3 horas, mostrando
a auséncia de bandas do tamanho esperado de aproximadamente 72 kDa em pellet e

sobrenadante.

5.7.3. Produgao da proteina recombinante

No total foram produzidos aproximadamente 150 mL de cultura da
bactéria BL21 (DE) + plasmideo pGS21a + proteina N do FCoV, para posterior
purificacdo. Apds a mudanca de protocolo de lise da bactéria na etapa de
produgdo da proteina, houve um maior aproveitamento e rendimento da
proteina produzida, que se encontrava tanto na fracdo insoluvel, como na

fracao soluvel.

5.8. Purificagao da proteina recombinante

Nas fragdes insoluveis com eluicdo unica de 500 mmol/L de Imidazol,
observou-se o pico de deteccdo através da leitura a 280 nm nas fragdes 5, 6, 7
e 8, que foram analisadas por SDS-PAGE (figura 17), confirmando a presenga
das bandas do tamanho esperado, de aproximadamente 72 kDa.

Nas fracdes soluveis com eluicdo unica de 500 mmol/L de Imidazol,



observou-se o pico de deteccao através da leitura a 280 nm nas fragdes 4, 5, 6,
7 e 8, que foram analisadas por SDS-PAGE (figura 19), confirmando a
presenga das bandas do tamanho esperado, de aproximadamente 72 kDa.
Também foram visualizadas bandas de tamanhos diferentes, que

possivelmente correspondem a degradacao da proteina de interesse.

Figura 17. SDS-PAGE ap6s purificagdo, com eluigdo de 500 mmol/L de Imidazol. Fragdes
insoluveis 6, 5, 7 e 8 mostrando as bandas de tamanho esperado (aproximadamente 72
kDa). M — marcador (Standards/Broad Range — Bio Rad®).

Figura 18. SDS-PAGE apés purificagdo, com eluigdo de 500 mmol/L de Imidazol.
Sobrenadante nao purificado mostrando a banda de tamanho correspondente ao da proteina
desejada (aproximadamente 72 kDa). M — marcador (Standards/Broad Range — Bio Rad®).



Figura 19. SDS-PAGE apés purificagdo, com eluigdo de 500 mmol/L de Imidazol. Fracdes
soluveis 4,5,6,7 e 8 mostrando as bandas de tamanho esperado (aproximadamente 72 kDa).
Presencga de bandas de varios tamanhos (possivelmente degradagéo da proteina produzida).
M — marcador (Standards/Broad Range — Bio Rad®).

5.9. Western blot

O pool de amostras de soros de gatos reagiu com as fragdes insoluveis
5,6 e 8, e com as fragbes soluveis 4, 5, 6, 7 (fraca) e 8, como pode ser
observado na figura 20. A fragdo 7 insoluvel apresentou-se como negativa.

Havendo assim a confirmagcdo da reatividade da proteina N do FCoV
produzida.
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Figura 20. Western blot para confirmar a reatividade do antigeno recombinante. M — marcador
(Standards/Broad Range — Bio Rad®). Fragdes insoluveis (5,6,7 e 8) e soluveis (4,5,6,7 e 8)
purificadas da proteina N do FCoV produzida.



Algumas fragdes insoluveis e soluveis apresentaram as respectivas
bandas esperadas, outras ndo foram visualizadas pela total transferéncia para
a membrana. A fragao 7 insoluvel apresentou resultado negativo na membrana,
e se encontra presente no gel, como pode ser observado nas figuras 20 e 21

respectivamente.

Figura 21. SDS-PAGE - gel corado com Coomassie blue apds transferéncia de membrana.
M — marcador (Standards/Broad Range — Bio Rad®). Fragbes insoluveis (5, 6, 7 e 8) e
soluveis (4, 5, 6, 7 e 8) purificadas da proteina N do FCoV produzida.

5.10. Elisa Indireto

5.10.1. Testes de padronizagao

A solucéao de bloqueio que mostrou ser mais eficiente foi o BSA a 2% com
tempo de incubagao de 1 hora. A concentragdo de 200 ng/pog¢o mostrou ser a
ideal para a etapa de sensibilizacdo da placa (figura 22 e 23). Os testes
realizados com a fragdo do antigeno a ser utilizado mostraram que a fragéao

insoluvel apresentou melhores resultados de reatividade (figura 24).
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Figura 22. Determinagdo da concentragéo ideal de antigeno proteina N/FCoV utilizando 50,
100, 150 ou 200 ng/pogo para a etapa de sensibilizagdo da placa utilizando o pool Assp maior

que 1,5 e o pool Assg menor que 0,3.
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Figura 23. Razdo entre a média da duplicata do pool As5o maior que 1,5 e da média do pool

Ass0 menor que 0,3.
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Figura 24. Comparacao de seis soros diferentes entre as fragées de antigeno proteina N/FCoV

soluvel e insoluvel, com as condi¢gdes 200 ng/pogo de antigeno e diluigao de soro 1/100.

A diluicdo de 1/200 foi a escolhida, através da maior razdo entre a média
da duplicata do pool A4sp maior que 1,5 e da média do pool A4sp menor que 0,3
(figura 25 e 26). Houve uma proximidade de resultado entre as diluicdes 1/200

e 1/400, e visando-se minimizar os erros de pipetagem pelo baixo volume

optou-se em usar a diluigao 1/200.

Figura 25. Determinag&o da melhor diluigdo dos soros, testando as diluigdes 1/50, 1/100, 1/200

ou 1/400 utilizando o pool A459 maior que 1,5 e o pool Asso menor que 0,3.
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Figura 26. Razdo entre a média da duplicata do pool As50 maior que 1,5 e da média do pool
Ass0 menor que 0,3 nas diluigdes 1/150, 1/100, 1/200 ou 1/400.

5.11. Amostras processadas

No grafico abaixo sdo demonstrados, através de intervalos, os valores de
A4s0 obtidos no processamento das 382 amostras de soros de felinos. O
intervalo que apresentou o maior nimero de amostras foi o > que 0,8 que

corresponde a 34,03% do total analisado (figura 27).

Figura 27. Resultados obtidos no processamento de 382 amostras de soro de felinos, divididos
em intervalos de A4s,: 0,0-0,2;>0,2-0,4;>0,4-0,6;>0,6-0,8; >0,8.



6. DISCUSSAO

Na analise dos resultados observou-se que o ELISA padronizado pode
ser utilizado como uma técnica sorologica quantitativa, visando a detecgao de
anticorpos anti-FCoV, pois mostrou-se com o6tima reatividade nos soros de
gatos testados.

Na obtencdo da sequéncia que codifica a proteina N do FCoV
inicialmente tentou-se utilizar como amostra bioldgica efusdo abdominal
(caracteristica da doencga) e fezes (liberagédo intermitente do virus), pois sao
amostras mais faceis de se obter, que podem conter a presencga do virus, nao
sendo necessario sedar ou anestesiar o animal para colhe-las. Muitos testes
foram realizados, ndo se obtendo resultados satisfatorios. Foi necessario entdo
buscar novas alternativas, e optou-se por utilizar fragmentos de 6rgéos (como
figado, baco, rins, pulm&o, omento) de animais que vieram a 6bito com PIF
(Pedersen et al., 2009).

Através de um fragmento de rim, foi possivel a obtencdo da sequéncia
codificante da proteina N. Para a sintese do cDNA e para amplificacdo do
fragmento desejado foram realizados diversos testes com varios kits one e 2-
step, e kits com enzimas Taq High Fidelity, ndo obtendo-se os resultados
esperados . Seguindo recomendacdes de Pedersen et al.,2009 para sintese do
cDNA e amplicacédo foi utilizado o kit 2-Step QIAgen Longe Range 2Step RT-
PCR.

Para a obtengdo da sequéncia completa (do start cédon ao stop cédon)
foi realizada uma primeira clonagem, para que na etapa de sequenciamento
nenhuma base fosse perdida. A primeira sequéncia obtida apresentou 91% de
identidade de nucleotideos e 89% de identidade em aminoacidos com
sequéncias ja conhecidas e depositadas no GENBANK (ndo ha nenhuma
sequéncia de nosso conhecimento da proteina N, depositada com origem no
Brasil). Com a sequéncia obtida, resolvemos fazer um novo sequenciamento
com uma fragdo do produto purificado da PCR para comparacido. Quando os
primeiros primers foram desenhados (tabela 1), 126 pb antes do ATG inicial da
proteina N faziam parte do produto que seria amplificado, sendo possivel

assim, obter a sequéncia completa sem perda de nenhuma base.



Na sequencia 1 (clonagem) a base 214 apresentou-se como guanina (G),
que na sequencia 2 (PCR) apresentou-se como adenina (A) , mudando o
aminoacido de glicina para arginina. Quando comparado com sequéncias ja
depositadas no GENBANK, a predominancia foi da presenca da base adenina.
Por pertencerem a grupos diferentes (a glicina — aminoacido polar neutro, e a
arginina — aminoacido basico) e apresentarem caracteristicas bioquimicas
diferentes, a sua mudancga poderia ocasionar alteragbes na estrutura e nas
caracteristicas de expressdo da proteina. Com essa possivel mutagdo que
ocorreu na clonagem e pela adenina ser predominante em relagdo a
sequéncias ja conhecidas, optou-se por utilizar a segunda sequéncia que se
originou de uma PCR purificada.

Inicialmente o plasmideo foi inserido na bactéria E.coli cepa BL21 (DE),
que € uma linhagem de bactéria utilizada para expressao de proteinas, por ser
deficiente em algumas proteases, evitando assim, a degradagéo da proteina
recombinante. Apos a transformacgao fisico-quimica e o plaqueamento, nao foi
observado o crescimento de nenhuma col6nia. Foi realizado contato com a
empresa fornecedora, onde foi recomendado que primeiramente fosse
realizada a transformacao fisico-quimica na bactéria E.coli cepa DH5-a, e com
o DNA plasmidial extraido desta bactéria realizar uma nova transformacéao
fisico-quimica, agora na bactéria E.coli cepa BL21 (DE). As recomendacgdes
foram seguidas, obtendo-se o resultado esperado.

Para a produgéo da proteina recombinante, inicialmente seria realizada a
subclonagem no vetor de expressao pET 28a, que € um sistema de clonagem
e expressao de proteinas bastante utilizado e recomendado por gerar grande
produgao da proteina de interesse, mas devido a presenca de dois stop cédon
(TAA) antes do ATG inicial da proteina N do FCoV (presente nos 126 pb antes
deste ATG) nao foi possivel dar continuidade no momento, e para resolver
este problema seria necessario desenhar primers com sitios de restrigao.
Optamos pelo uso do plasmideo de expressao pGS21a, da empresa GenScript
(Fastbio).

A expressdo de genes recombinantes em E. coli é dificultada pela
presenga de cdédons raros (ou toxicos) utilizados pelo gene recombinante que
diferem daqueles utilizados pela bactéria. Isso, geralmente, ocorre na presenga

dos cdédons de arginina (AGA e AGG), isoleucina (AUA) leucina (CUA) e prolina



(CCC). Com o intuito de resolver esses possiveis problemas na expresséo, a
sequéncia foi otimizada pela empresa visando um melhor rendimento de
expressao.

O processo de lise da bactéria utilizado inicialmente influenciou nos
resultados obtidos, onde a proteina foi visualizada apenas na fragao insoluvel.
Com a mudancga de protocolo, foi possivel a deteccado da proteina nas fragcboes
soluvel e insoluvel.

Na etapa de purificagdo com eluicao unica de 500 mmol/L de imidazol foi
observado nas fragdes insoluvel e soluvel a presenca das bandas esperadas,
fracbes que foram selecionadas por apresentarem pico na leitura Azgy. Foi
observada também a presenca de bandas inespecificas no gel de purificacdo
das fragbes soluveis, que pode ser justificado pelo fato destas fragbes terem
permanecido mais de 24 horas sem adicdo de inibidor de protease, sendo
possivelmente bandas que indiquem degradagao da proteina produzida.

Ao realizar o Western Blot a fragao 7 do antigeno insoluvel apresentou-se
negativa na membrana de transferéncia, mas estava presente no gel corado
com Coomassie blue, podendo esta transferéncia nao ter corrido ou esta fracao
nao conter a proteina de interesse apesar de ter apresentado pico na leitura
Azso.

A técnica de ELISA indireto mostrou que a proteina N do FCoV produzida
€ antigénica, demonstrando capacidade de interagdo com anticorpos de um
gato naturalmente infectado pelo FCoV. Quando testados em comparagédo os
antigenos soluvel e insoluvel, houve uma diferenca significativa entre eles,
onde o insoluvel apresentou uma maior reatividade com os anticorpos
especificos presentes nos soros dos gatos, demonstrando assim que houve
interferéncia da degradacéo do antigeno soluvel, onde a sua capacidade de
interagéo ficou diminuida.

Como nao ha trabalhos de comparagao para o nosso ELISA indireto para
detecgcdo de anticorpos anti-FCoV com uso de proteina recombinante de
nucleocapsideo, partimos de valores na padronizagdo (tipo de bloqueio,
diluicdo dos soros, concentracdo do antigeno) citados por autores que
trabalham com coronavirus de outras espécies, como o canino, o aviario e o
humano (SARS) (Pratelli et al., 2002; Timani et al., 2004; Woo et al., 2004,
Carattoli et al., 2005; Gibertoni et al., 2010).



O uso da proteina N como antigeno recombinante € bastante comum, e
tem sido utilizado para o diagnostico do SARS principalmente, onde a técnica é
considerada de elevada especificidade e sensibilidade. Segundo Timani et al.,
2004 a comparacao dos resultados obtidos no ELISA com uso de proteina
recombinante com os resultados obtidos com o kit de diagndstico disponivel
comercialmente que utiliza uma mistura de proteinas virais, mostrou que 81,3%
dos soros testados pelo ELISA com uso da proteina N recombinante foram
positivos 10 dias pos-infeccao, e apenas 56,3% dos soros testados pelo kit
comercial foram positivos no mesmo periodo. Com os resultados obtidos até o
momento no ELISA padronizado nao foi possivel determinar a sensibilidade e
especificidade do teste como relatado acima por Timani et al.; 2004, foi
possivel determinar apenas a reatividade da técnica com uso da proteina N
recombinante.

Apesar de o cultivo celular ser considerado de dificil realizacdo para o
FCoV, tem sido demonstrado por alguns autores que a obtengao do antigeno
por esta técnica pode ser realizada e apresentar resultados satisfatérios
utilizando o sorotipo Il. Segundo Pratelli, 2008 o ELISA com uso de antigeno
produzido através do cultivo celular (FCoV sorotipo Il) demonstrou elevada
sensibilidade e especificidade (100% e 92%), onde mostrou-se capaz de
detectar as respostas contra o FCoV sorotipo | e sorotipo Il. Foi possivel
também a obtengdo de soros padrdo positivo e negativo, onde as amostras
foram testadas por trés técnicas diferentes, confirmando a positividade e a
negatividade das amostras. A obteng¢ao de soros padrao positivo e negativo foi
nao foi possivel em nosso trabalho pela alta porcentagem de animais que
apresentam anticorpos anti-FCoV, onde cerca de 90% dos felinos domésticos
apresentam titulos. Por isso foi realizado o teste em 90 amostras aleatérias, e
destas foram selecionados 5 soros com Assp maior que 1,5 e feito um pool, e
selecionados 5 amostras com Ass0 menor que 0,3 e feito um pool também. Os
dois pools eram aplicados em todas as placas.

A escolha do melhor bloqueio para diminuir as reacdes inespecificas,
concentragéo e tipo de antigeno, e a diluicdo dos soros foram os principais
fatores analisados. Os testes de diluicdo demonstraram que a diluicdo 1/400
seria a mais indicada, porém com valor muito proximo a 1/200, optando-se pelo

seu uso para tentar diminuir as margens de erro por pipetagem.



Ao longo da padronizagao notou-se que mesmo com a adi¢gédo de inibidor
de protease a fragdo de antigeno utilizada, ao ser congelada e descongelada
mais de trés vezes ia perdendo sua reatividade. Com isso, foi preciso realizar
varias fragdes do antigeno para o uso que era diario. Observamos que o tipo
de armazenamento influéncia na manutengcdo da antigenicidade da proteina
recombinante produzida.

Na etapa de processamento das amostras, notou-se que a diluicdo dos
soros sO poderia ser feita no momento de sua aplicagcdo nos pocos. Alguns
testes foram feitos na tentativa de minimizar os erros em que essa etapa
implicaria. Cada soro testado levava cerca de um minuto, entre a sua
homogeneizagdo com o diluente e aplicagcdo da amostra. O soro testado no
primeiro pogco da placa era repetido e testado novamente no ultimo pogo da
mesma placa, para comparagdes de Aysp. Foram usadas por placa seis strips
verticais (que corresponde a meia placa). Apds a leitura, notou-se que o0 soro
analisado no inicio e no final apresentava uma diferenca de Ass0 em média de
0,3. Calculos foram realizados na tentativa de corrigir essa diferenga, mas nao
foi possivel realizar essa correcdo, onde mais testes deverao ser feitos para
resolugao do problema, ja que a técnica padronizada € quantitativa.

A analise das amostras foi dificultada pelo problema de obten¢ao de soros
padrdao positivo e negativo, ja que a maioria dos felinos domésticos sao
infectados pelo FCoV. O ELISA apresentou capacidade discriminativa e
quantitativa, onde foi possivel discriminar valores de A4so de 0,1 a 1,8.

Para a analise dos dados obtidos na sorologia, o objetivo seria de
correlacionar os nossos valores do ELISA com os dados clinicos e de carga
viral obtidos pela doutoranda Aline Santana da Hora, porém nao foi possivel
analisar a fundo esses dados, por algumas dificuldades encontradas pela
mesma, que levou a um atraso, ndo estando estes dados disponiveis. Assim
que estes dados estiverem disponiveis as analises serao correlacionadas.

O ELISA padronizado apresenta 6tima reatividade, com alta capacidade
de discriminacdo. Novos testes serdo feitos no intuito de validar a técnica,

seguindo as recomendacgdes da OIE.



7. CONCLUSOES

A proteina recombinante de nucleocapsideo do FCoV produzida pode ser
utilizada como antigeno na pratica para exame sorologico na deteccdo de
soros de gatos anti-FCoV, pois mostrou-se com tamanho esperado,
antigenicidade e com o6tima reatividade no projeto desenvolvido.

O ELISA indireto padronizado pode ser utilizado e aplicado na pratica

como um teste seguro, rapido e barato.
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Types of contribution

Original research papers (Regular Papers)
Review articles

Short Communications

Letters to the Editor

Book Reviews
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Original research papers should report the results of original research. The material should not
have been previously published elsewhere, except in a preliminary form.

Review articles should cover subjects falling within the scope of the journal. Of particular
interest are topical, short (Mini) Reviews in areas of current interest.

Reviews of topics in veterinary bacteriology, mycology and virology should provide short,
readable, well- referenced, up-to-date overviews of current, emerging, or neglected subjects in
the discipline. Syntheses of information from diverse sources, providing clarification of areas of
confusion or uncertainty, are especially desirable. It is anticipated that these reviews will provide
overviews of important topics to the benefit of curious-but-busy readers of Veterinary
Microbiology.

Reviews should carry titles which are creative and provocative, but nonetheless descriptive, and
emphasize current status and future directions of research.

Historical vignettes are useful in setting the stage for addressing important contemporary
questions, but should not ordinarily be the basis for an article.

Manuscripts may include controversial views, if presented in balanced fashion and supported by
evidence; informed speculation is welcome. For reasons of credibility, it is preferred that reviews
be written by authors from more than one research center.

Authors may find it useful to contact the Reviews Editor J. Glenn Songer
(jgsonger@iastate.edu), perhaps with an outline of a proposed review, before submitting.
Articles should be about fifteen pages of double-spaced type, supported by illustrative material.
Figures are welcomed and articles should not have more than 50 references. Manuscripts
should be submitted through the EES electronic submission system, taking care to clearly
indicate that it is a review article.

Manuscripts will, where possible, be fast-tracked for publication, but will go through the normal
review procedure. Final decisions on bacteriology and mycology topics will be handled by Glenn
Songer and for virology by Uwe Truyen.

A Short Communication is a concise but complete description of a limited investigation, which
will not be included in a later paper. Short Communications should be as completely
documented, both by reference to the literature and description of the experimental procedures
employed, as a regular paper. They should not occupy more than 6 printed pages (about 12
manuscript pages, including figures, tables and references).

Letters to the Editor offering comment or useful critique on material published in the journal are
welcomed. The decision to publish submitted letters rests purely with the Editor-in-Chief. It is
hoped that the publication of such letters will permit an exchange of views which will be of
benefit to both the journal and its readers.

Book Reviews will be included in the journal on a range of relevant books which are not more
than 2 years old.

Submission of manuscripts



Submission to Veterinary Microbiology now proceeds online via Elsevier Editorial System -
http://ees.elsevier.com/vetmic. Authors will be guided step-by-step through uploading files
directly from their computers. Authors should select a set of classifications for their papers from
a given list, as well as a category designation (Original Research Paper, Short Communication,
and so on). Electronic PDF proofs will be automatically generated from uploaded files, and used
for subsequent reviewing.

Authors are requested to provide the names of up to 4 referees (with email addresses) whom
they feel are qualified to evaluate their submission (for both regular papers and reviews).
Submission of such names does not, however, imply that they will definitely be used as
referees.

Authors should send queries concerning the submission process or journal procedures to:
AuthorSupport@elsevier.com. Authors can check the status of their manuscript within the
review procedure using Elsevier Editorial System.

Authors submitting hard copy papers will be asked to resubmit using Elsevier Editorial System.

Submission of an article is understood to imply that the article is original and is not being
considered for publication elsewhere. Submission also implies that all authors have approved
the paper for release and are in agreement with its content. Upon acceptance of the article by
the journal, the author(s) will be asked to transfer the copyright of the article to the Publisher.
This transfer will ensure the widest possible dissemination of information.

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the conception
and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data, (2) drafting
the article or revising it critically for important intellectual content, (3) final approval of the
version to be submitted.
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- Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient
groups through our access programs (http://www.elsevier.com/access)
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All articles published Open Access will be immediately and permanently free for everyone to
read and download. Permitted reuse is defined by your choice of one of the following Creative
Commons user licenses:

Creative Commons Attribution-Non Commercial-ShareAlike (CC BY-NC-SA): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, to create extracts, abstracts
and other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a
translation), to include in a collective work (such as an anthology), to text and data mine the
article, as long as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their
adaptation of the article, do not modify the article in such a way as to damage the author's
honor or reputation, and license their new adaptations or creations under identical terms (CC
BY NC SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC-BY-NC-ND): for non-commercial
purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work (such as
an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or modify the
article.

Creative Commons Attribution (CC-BY): available only for authors funded by organizations with
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funding body Open Access requirements, including specific user licenses, such as CC-BY.
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fees. www.elsevier.com/fundingbodies

To provide Open Access, this journal has a publication fee which needs to be met by the
authors or their research funders for each article published Open Access. Your publication
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This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the authorship
of accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an
author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the
corresponding author of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name
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Ethics
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Principles for Biomedical Research Involving Animals as issued by the Council for the
International Organizations of Medical Sciences. They are obtainable from: Executive Secretary
C..LO.M.S., c/lo WHO, Via Appia, CH-1211 Geneva 27, Switzerland, or at the following
URL.: http://www.cioms.ch/publications/guidelines/1985 texts of guidelines.htm. Unnecessary
cruelty in animal experimentation is not acceptable to the Editors of Veterinary Microbiology.

Any new nucleotide or amino acid sequence data will be deposited in publicly accessible
databases, such as GenBank, and the accession numbers will be included in the manuscript
(Methods section) before it is finally accepted for publication. In addition, it is expected that any
plasmids, transposons, viruses, microbial strains, or cell lines described for the first time in the
paper will be made available to scientists for non-commercial purposes at reasonable cost
following publication.

Preparation of manuscripts

1. Manuscripts shouldbe written in English. Authors whose native language is not English
arestrongly advised to have their manuscripts checked by anEnglish-speaking colleague prior to
submission.

Language Editing: Elsevier's Authors Home provides details of some companies who can
provide English language and copyediting services to authors who need assistance before they
submit their article or before it is accepted for publication. Authors should contact these services
directly. For more information about language editing services, please email
authorsupport@elsevier.com. Please note that Elsevier neither endorses nor takes
responsibility for any products, goods or services offered by outside vendors through our
services or in any advertising. For more information please refer to our terms &
conditions http://www.elsevier.com/termsandconditions.

2.  Manuscripts should have (humbered lines)with wide margins and double
spacingthroughout, i.e. also for abstracts, footnotes and references. Every page of the
manuscript, including the title page, references, tables, etc. should be
numbered. However, in the text no reference should made to page numbers; if necessary, one
may refer to sections. Avoid excessive usage of italics to emphasize part of the text.

3. Manuscripts in general should be organized in the following order:
Title (should be clear, descriptive and not too long)
Name(s) of author(s) Complete postal address(es) of affiliations Full telephone, Fax No. and E-
mail of the corresponding author Present address(es) of author(s) if applicable Complete
correspondence address including e-mail address to which the proofs should be sent; Abstract;
Keywords (indexing terms), normally 3 — 6 items. Please refer to the cumulative index.
Introduction; Material studied, area descriptions, methods, techniques; Results; Discussion;
Conclusion; Acknowledgements and any additional information concerning research grants, etc;
References; Tables; Figure.

4. Titles and subtitles should not be run within the text. They should be typed on a separate line,
without indentation. Use lower-case letter type.

5. Sl units should be used.

6. Elsevier reserves the privilege of returning to the author for revision accepted manuscripts
and illustrations which are not in the proper form given in this guide.

AudioSlides
The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published

article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their
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own words and to help readers understand what the paper is about. More information and
examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will
automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after
acceptance of their paper.

Abstracts

Manuscripts of original research papers should include a structured Abstract of 250 or fewer
words, organised under the sections: Problem addressed; Objective; Methods and approach;
Results; Conclusions. Do not actually include section headings, but use this structure for the
Abstract.

Tables
1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal. Large
tables should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the dimensions of a

table.

2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or
more tables.

3. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should include
references to all tables.

4. Each table should occupy a separate page of the manuscript. Tables should never be
included in the text.

5. Each table should have a brief and self-explanatory title.

6. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of units
of measurement should be added between parentheses.

7. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between the
columns instead.

8. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote at
the bottom of the table.

lllustrations

1. All illustrations (line drawings and photographs) should be submitted as separate files,
preferably in TIFF or EPS format.

2. lllustrations should be numbered according to their sequence in the text. References should
be made in the text to each illustration.

3. lllustrations should be designed with the format of the page of the journal in mind. lllustrations
should be of such a size as to allow a reduction of 50%.

4. Lettering should be big enough to allow a reduction of 50% without becoming illegible, any
lettering should he in English. Use the same kind of lettering throughout and follow the style of
the journal.

5. If a scale should given, use bar scales on all illustrations instead of numerical scales that
must be changed with reduction.

6. Each illustration should have a caption. The captions to all illustrations should be typed on a
separate sheet of the manuscript.
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7. Explanations should be given in the figure legend(s). Drawn text in the illustrations should
kept to a minimum.

8. Photographs are only acceptable if they have good contrast and intensity.

9. If you submit usable colour figures, Elsevier would ensure that these figures appeared free-
of-charge in colour in the electronic version of your accepted paper, regardless of whether or
not these illustrations are reproduced in colour in the printed version. Colour illustrations can
only be included in print if the additional cost of reproduction is contributed by the author: you
would receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted
article.Please note that because of technical complications which may arise by converting
colour figures to 'grey scale' (for the printed version, should you not opt for colour in print), you
should submit in addition usable black and white figures corresponding to all colour illustrations.

10. Advice on the preparation of illustrations can be found at the following
URL:http://www.elsevier.com/artworkinstructions

Preparation of supplementary data

Elsevier now accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets,
sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic  version of your article in Elsevier web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please ensure that data is provided in one of our recommended file formats.
Authors should submit the material together with the article and supply a concise and
descriptive  caption for each file. For more detailed instructions please
visit http://www.elsevier.com/artworkinstructions
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2. For simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line.
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ABSTRACT

Among the serological tests used to detect anti-FCoV antibodies, ELISA is the
most sensitive and recommended method. FCoV is difficult to culture, and thus,
the use of recombinant antigens is required for ELISA. The use of the FCoV
nucleocapsid (N) protein as a recombinant antigen is advantageous because
this protein is conserved, highly immunogenic and among the most-produced
proteins during viral infection. The aim of this study was to standardize and
apply an indirect ELISA that uses recombinant N protein to detect anti-FCoV
antibodies in sera from naturally infected cats. A kidney fragment from a feline
that died from feline infectious peritonitis (FIP) was used to extract viral RNA,
which was then amplified by RT-PCR and used to sequence the N protein. The
N protein sequence was synthesized with codons optimized for expression in
Escherichia coli and inserted into the plasmid pGS21a. After production, the
protein was purified. Western blotting was performed with pooled sera from
cats. During standardization of the indirect ELISA, the type of blocking,
concentration, type of antigen and serum dilution were determined. Overall, 382
feline serum samples were tested. The results showed that the produced

protein exhibited very good reactivity in the indirect ELISA. A4so differences were



observed among the tested sera, in which a high discriminatory capacity was
demonstrated, with A4so values ranging from 0.1 to 1.8, thus demonstrating that
the test is quantitative. The standardized indirect ELISA with recombinant N
protein for the detection of anti-FCoV antibodies is an efficient method that

could be applied to field samples.

Keywords: Feline coronavirus, indirect ELISA, cats.

1. INTRODUCTION

FCoVs belong to the family Coronaviridae and the order Nidovirales. They
are enveloped single-stranded RNA viruses with a positive polarity that contain
the largest RNA genome known to date; the viruses replicate via a single
mechanism that results in a high recombination rate (Lai & Homes, 2001).
FCoVs are responsible for feline infectious peritonitis (FIP), one of the most
important infectious diseases to affect both domestic and wild cats.

FIP is an infectious, immune-mediated, systemic, progressive and fatal
disease. FCoV is divided into 2 different biotypes, feline enteric coronavirus
(FECoV) and feline infectious peritonitis virus (FIPV), which are
indistinguishable with regard to physical and antigenic properties (Addie &
Jarrett, 2006; Pratelli et al., 2009).

The genomic structures of all coronaviruses are similar. The FCoVs’
genomes exhibit approximately 29,000 nucleotides. These viruses display the
following 11 open reading frames (ORFs): 2 large ORFs that encode
polymerase, 4 ORFs that encode the structural spike (S), membrane (M),
nucleocapsid (N) and envelope (E) proteins and 5 ORFs that encode the
nonstructural proteins 3a, 3b, 3c, 7a and 7b (Pedersen, 2009; Myrra et al.,
2011).

The N protein is one of the most abundantly produced proteins during
viral infections, and it plays an important role in viral replication, assembly and
host immunity, in addition to being well conserved and highly immunogenic. The
use of the N protein for cloning and production of recombinant proteins for
serological assays is very common (Lai & Homes, 2001; Batillani et al., 2010;
Woo et al., 2010).



Antemortem diagnosis of FIP is difficult (Hartmann, 2005; Pedersen, 2009)
because there is no currently available test that can differentiate between
FECoV and FIPV. According to Hora et al., 2013, FIPV can not only undergo
internal mutation within the infected feline and then induce disease but can also
be transmitted as a virulent strain. In many cases, a presumptive diagnosis can
be made by assessing the history, clinical findings, laboratory results (blood
count, biochemical, evaluation of effusion) and coronavirus antibody titers, while
excluding similar diseases. A definitive diagnosis is made by necropsy and
histopathology (Oliveira et al, 2003; Addie & Jarrett, 2006; Addie et al., 2009).

When performed correctly and interpreted in an optimal context, the
detection of anti-FCoV antibodies contributes to diagnosis (Addie & Jarret,
2006; Sharif et al., 2010). Additionally, antibody level monitoring in cats that live
in densely populated environments is possible through serology, thus enabling
the identification of virus-positive animals. Moreover, the monitoring of cats
used in reproduction can be performed using this method. Serology can also be
important for monitoring outbreaks in catteries and especially for monitoring
these catteries until they become free of FCoV infection and can even be used
in the creation of FCoV-free catteries (Pratelli, 2008; Sharif et al. 2010).

Recombinant proteins are potentially inexpensive, safe and relatively easy
to manufacture and also represent a safer way to prepare viral antigens
because these antigens can be obtained without propagating the live virus
(Caratolli et al., 2005). However, there is no information on the use of
recombinant proteins as antigens for anti-FCoV antibody detection. Thus, the
objective of this study was to standardize and apply an indirect ELISA using the
recombinant N protein to detect anti-FCoV antibodies in sera from naturally

infected cats.
2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Obtaining the viral RNA, amplification of the N gene by RT-
PCR and sequencing
A kidney fragment from a feline that died from FIP was used as the
biological sample. Viral extraction was performed with the Trizol® LS Reagent

(Invitrogen™; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), according to the



manufacturer's recommendations. Sense
(GCAACTACTGCCACAGGATGGGC) and antisense primers
(CGCAGACTACTGTCAGGCACACC) were designed from the N protein gene
sequence (GenBank accession no. NC_002306.3) to amplify the entire N gene
ORF. cDNA synthesis and amplification of the fragment encoding the FCoV N
protein were performed from the extracted viral RNA with the QIAGEN®
LongRange 2Step RT-PCR kit (Qiagen, Hilden, Germany), according to the
manufacturer's recommendations. The PCR conditions were selected according
to Pedersen et al.,, 2009. The amplified product was analyzed by
electrophoresis on a 1% agarose gel and was subsequently purified with the
illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kits (GE Healthcare®,
Little Chalfont, UK), according to the manufacturer's recommendations
(Invitrogen®). The BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems/Life Technologies) and the automated sequencer ABI 3500

(Applied Biosystems) were used for sequencing.

2.2. Obtaining the expression plasmid

Using the FCoV N protein sequence (GENBANK accession no.
KF435071), the best conditions for optimization were evaluated, and GenScript
USA, Inc. (Piscataway, NJ, USA) was requested to synthesize the complete
1,131-bp gene into the pUC57 vector, as well as to subclone the gene into the
pGS-21a expression vector. The fragment of interest between the cloning sites
Ncol and Bam HI, with the histidine tail at the amino-terminal end, was
requested. During the optimization, rare (or toxic) bacterial codons in the N
protein sequence were replaced to obtain a better yield in the expression step.

2.3. Expression of the FCoV N protein

The pGS-21a plasmid + N protein were transformed into the E. coli strain
DH5a, and this plasmid DNA was subsequently extracted and newly
transformed into the E. coli strain BL21 (DE). Protein expression was induced
by the addition of isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). The culture
was centrifuged at 3,000 x g for 15 minutes at 4°C, and the pellet was
resuspended in lysis buffer (20 mmol/L sodium phosphate, pH 7.4, 0.5 mol/L
NaCl, 1 mg/mL lysozyme and 20 mmol/L imidazole) with Protease Inhibitor Mix



HP (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany). Next, the culture
was subjected to lysis by sonication and centrifuged again. The supernatant
was collected, and the pellet was resuspended in denaturing solution (20
mmol/L sodium phosphate, pH 7.4, 0.5 mol/L NaCl, 20 mmol/L imidazole and 8
M urea). The samples were analyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).

2.4. Purification of the FCoV N protein

Purification of the soluble and insoluble fractions was performed with a His
Trap™ HP column (GE Healthcare Life Science), according to the
manufacturer's recommendations. Phosphate buffer (20 mmol/L sodium
phosphate, pH 7.4, 0.5 mol/L NaCl and 20 mmol/L imidazole) was used as the
binding and washing solution and, in the elution step, a single concentration of
500 mmol/L imidazole in phosphate buffer (20 mmol/L sodium phosphate, pH
7.4, and 0.5 mol/L NaCl) was used.

2.5. Western blotting

The selected fractions were separated by SDS-PAGE and then transferred
to a nitrocellulose membrane (0.22-um pore size; Protran™:; Whatman plc,
Maidstone, Kent, UK), using Bjerrum and Schafer-Nielsen buffer (48 mM Tris,
39 mM Glycine, 20% methanol and 3.35 mL of 10% SDS, pH 9.2). The
following steps were performed with the Immun-Blot Assay Kit (Bio Rad®
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA), according to the manufacturer's
recommendations. The primary antibody was pooled sera from 5 cats, and the

secondary antibody was a peroxidase-conjugated rabbit (IgG) anti-cat I1gG.

2.6. Standardization of the indirect ELISA
The main factors tested in the standardization steps were the type of
blocking, concentration and type of antigen and the serum dilution. To
determine the positive and negative standards, 90 random samples were
tested; 5 of these with A4sp values greater than 1.5 and 5 with A4sp values less

than 0.3 were selected to create 2 pools.



2.7. Application of the indirect ELISA

A total of 382 cat serum samples were processed in 96-well rigid, flat-
bottom ELISA microplates (Maxisorp®; Nalge Nunc International, Penfield, NY,
USA). The microplate sensitization was performed as follows: 100 pL/well
antigen, diluted in carbonate-bicarbonate buffer, pH 9.6, at a concentration of
200 ng/well, was placed in a moist chamber for 16 to 17 hours at 4°C for
adsorption. After this incubation, the plate was washed 5 times with phosphate-
buffered saline plus Tween-20 (PBST), pH 7.4. These washes occurred
between all following steps. For the blocking step, 2% bovine serum albumin
(BSA), diluted in carbonate-bicarbonate buffer at pH 9.6, was used; 300 uL/well
was applied for 1 hour in a moist chamber at 37°C. The cat sera were diluted
1:200 in PBST with 2% BSA, and 100 uL/well was applied and incubated for 1
hour in a moist chamber at 37°C. The peroxidase-conjugated rabbit IgG anti-cat
IgG was diluted at 1:1000 in PBST with 2% BSA and added to the wells before
a 1-hour incubation in a moist chamber at 37°C. In the next step, 100 pL of a
chromogenic substrate solution that contained 10 mL of citrate/acetate buffer
(pH 6.0), 100 pL of tetramethylbenzidine (TMB) (10 mg/mL diluted in DMSO)
and 2.5 yL of 30% hydrogen peroxide was added to each well. After a 15-
minute incubation with gentle agitation at room temperature, the enzymatic
reactions were blocked by the addition of 2 mol/L HCI at 50 uL/well. The

microplates were read at a wavelength of 450 nm.

3. RESULTS

The complete FCoV N protein coding sequence comprised 1,131 bp and
376 amino acids. A time of 16 hours and an IPTG concentration of 0.5 mmol/L
were determined to be optimal for the expression step. The recombinant protein
was found in both the soluble and insoluble fractions and displayed bands with
the expected size of approximately 72 kDa. During western blotting, the pool of
cat serum samples reacted with the selected fractions. The most efficient
blocking solution and time were 2% BSA and a 1-hour incubation. The 200
ng/well concentration was found to be optimal during the plate sensitization
step; the tests performed with the antigen fractions showed that the insoluble
fraction had better reactivity. A 1:200 dilution was selected. The Assp values

obtained during processing of the 382 feline serum samples were divided into



ranges. Twelve samples (3%) were within the range of 0.0-0.2, 50 samples
(13.09%) were within the range > 0.2-0.4, 88 samples (23.04%) were within the
range > 0.4-0.6, 102 samples (26.7%) were within the range > 0.6-0.8 and 130
samples (34.03%) were > 0.8 (Figure 1).

140 34.03%
120
26.70%

100
o 23.04%
s
£ 80
g
b
5 13.04%
£
g 40

o Il | . .
0.0-0.2 >0.2-04 >04-006 >0.6-08 >0.8
Ao ranges

Figure 1. Plot of 382 feline serum samples, divided into the A4so ranges 0.0-0.2, > 0.2-0.4, > 0.4-
0.6, > 0.6-0.8 and > 0.8.

4. DISCUSSION

The results analysis showed that the standardized ELISA could be used
as a quantitative serological technique to detect anti-FCoV antibodies because
it showed very good reactivity with the tested cat sera. The sequence obtained
from the N protein had 91% nucleotide identity and 89% amino acid identity with
sequences that were already known and deposited in GENBANK (to the best of
our knowledge, no deposited N protein sequence originated in Brazil).
Recombinant gene expression in E. coli is complicated by the presence of rare
codons (or toxic) used by the recombinant gene that differ from those used by
the bacteria. This fact led to the development of algorithms for codon
optimization, wherein rare codons present in a target-sequence are replaced
with codons preferred by the expression host (Angov, 2011). The indirect ELISA
technique showed that the produced FCoV N protein was antigenic, as it
showed a capacity to interact with antibodies from a naturally FCoV-infected
cat. The use of the N protein as a recombinant antigen is common and, in
particular, this protein has been used to diagnose Severe Acute Respiratory
Syndrome (SARS), for which the technique is considered to have high
specificity and sensitivity. Timani et al., 2004, compared results obtained by



ELISA with a recombinant protein and those obtained by a commercially
available diagnostic kit that used a mixture of viral proteins. The authors
showed that 81.3% of the sera tested by recombinant N protein ELISA were
positive 10 days post-infection, while only 56.3% of the sera tested by the
commercial kit were positive during the same time period. With the ELISA
results obtained thus far, it was possible to determine only the reactivity of the
technique with the recombinant N protein. The ELISA technique exhibited a
discriminatory and quantitative ability in cases for which A5 values ranging
from 0.1 to 1.8 could be discriminated. The results obtained from the processed
samples show that more than 50% of the animals exhibited Aso values greater
than 0.6, indicating that most of the animals displayed anti-FCoV antibody titers
(Hartmann et al.; 2003; Simons et al.; 2005, Addie & Jarrett, 2006).
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