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IMUNOCAPTURA DO VÍRUS DE INFLUENZA AVIÁRIA PARA DIAGNÓSTICO 

EM RT-PCR EM TEMPO REAL 

 

RESUMO: A técnica de imunocaptura associada com a reação de 

transcrição reversa e reação em cadeia da polimerase (IC-RT-PCR) executadas 

tanto pelos procedimentos convencional como em tempo real foram testadas para 

a detecção rápida do gene da glicoproteína de Matriz (M) do vírus de influenza 

aviária (AIV) em amostras de líquido cório-alantóide (LCA) e em suabes traqueais 

e cloacais. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e otimizar a 

técnica de IC-RT-PCR para o diagnóstico do vírus da Influenza aviária. Os 

resultados obtidos foram comparados com um sistema empregando “beads” 

magnéticas em microplacas (AMBION), que é o método padrão de extração de 

RNA usado no laboratório de referência para diagnóstico de influenza aviária, o 

National Veterinary Services Laboratory – Ames, EUA (USDA), acrescido ainda de 

outros métodos de extração tradicionalmente usados nos laboratórios de 

referência para AIV, como os procedimentos com o uso do solvente orgânico 

Trizol® (Invitrogen) e com um sistema robotizado e que utiliza “beads” magnéticas 

(MagNA Pure - ROCHE). A técnica de IC-RT-PCR em tempo real neste estudo 

detectou a estirpe H2N2 do AIV, sem que nenhum outro dos RNA-vírus 

heterólogos testados fossem detectados (vírus das doença de Gumboro, de 

Newcastle e da bronquite infecciosa aviária). Os limites de detecção do IC-RT-

PCR foram iguais aos obtidos na técnica de extração com o kit da AMBION e 

menores do que aqueles que foram observados para os métodos de extração com 

Trizol® (Invitrogen) e com o MagNA Pure. O IC-RT-PCR demonstrou ser um 

sistema de diagnóstico capaz de conciliar simplicidade operacional e um menor 

custo com sensibilidade e especificidade analíticas iguais às do procedimento 

padrão atualmente adotado, podendo ser inclusive por laboratórios dotados de 

uma infra-estrutura mais simples. 

 

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

influenza aviária 



 

 

xiv 

RNA EXTRACTION BY IMMUNOCAPTURE FOR AVIAN INFLUENZA VIRUS 

DETECTION WITH REAL-TIME RT-POLYMERASE_CHAIN REACTION  

 

SUMMARY: The polymerase chain reaction (PCR) and reverse 

transcription-PCR (RT-PCR), including real-time RT-PCR have been used for the 

rapid detection of Matrix glycoprotein gene (M gene) Avian influenza virus (AIV). 

Despite the availability of various RNA extraction methods for using in RT-PCR, 

isolation and detection of viral RNA are still difficult due to the unstable nature of 

viral RNA molecules and the presence of PCR inhibitory substances. In this study, 

a simple method using immune-capture (IC) to recover viral RNA from H2 AIV 

samples was developed and compared to one standard and two others reference 

methods used for viral RNA extraction, such as Ambion  MagMAXTM kit and Trizol® 

(Invitrogen) and Magnapure kit (Roche), respectively, with subsequent analysis by 

real-time RT-PCR. The real-time IC-RT-PCR developed in was able to detect 

specifically H2N2 AIV strain, without detecting non-related avian RNA-virus 

pathogens, such as Newcastle disease virus, avian infectious bronchitis virus and 

Gumboro disease virus. Comparable detection limits were found for IC and the 

standard RNA extraction method using Ambion MagMAXTM kit, either for the 

detection of AIV in allantoic fluid suspension or in seeded tracheal and cloacal 

swab samples by conventional or real time RT-PCR techniques. These methods 

were less sensitive than Trizol® (Invitrogen) and Magnapure kit (Roche) 

procedures. Thus, IC was rapid and as sensitive and specific as current standard 

AIV RNA extraction method for real time or conventional RT-PCR, besides it 

conciliated simplicity and lower cost and can be applied simultaneously for direct 

detection of AIV in a large number of samples, including less-equipped 

laboratories. 

 

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

 

 

 A infecção pelo vírus de Influenza aviária (AIV) acomete aves aquáticas de 

forma assintomática e em aves domésticas causa uma doença infecciosa de 

disseminação muito rápida por via aerógena e caracterizada pelo desenvolvimento 

de lesões e sinais clínicos no trato respiratório, sistema nervoso, trato genital, 

levando à queda na produção de ovos e, ainda, a uma alta mortalidade, o que 

acarreta enorme prejuízo econômico para a avicultura comercial. Isso tudo faz 

com que a Influenza aviária (IA) seja considerada pela Organização Mundial de 

Saúde Animal (OIE), como de notificação obrigatória, impondo rigorosas barreiras 

sanitárias à comercialização de produtos avícolas nos mercado internos e 

internacional. Além disso, essa doença é classificada como zoonose, pois foi 

demonstrado que, alguns subtipos virais têm implicação direta em saúde humana, 

podendo ser transmitidos diretamente de galinhas para os seres humanos, 

representando, portanto preocupação permanente aos agentes de saúde pública.  

 Os vírus de Influenza aviária são classificados no gênero Influenzavírus, da 

família Orthomyxoviridae e se dividem em três diferentes grupos: A, B e C, de 

acordo com características antigênicas de duas principais proteínas internas: a 

nucleoproteína (NP) e a proteína da matriz (M). Os vírus do grupo A infectam 

diferentes espécies; aves, humanos, suínos, equinos e mamíferos marinhos 

(WEBSTER et al., 1992). Sua estrutura apresenta um envelope composto por 

glicoproteínas, um nucleocapsídeo de simetria helicoidal e um genoma viral 

formado por oito diferentes segmentos de RNA que codificam 10 proteínas virais 

(SWAYNE et al., 2003).  

 O diagnóstico rápido do vírus da influenza aviária durante um surto da 

infecção por esse vírus é de suma importância para a adoção de um programa de 

controle mais eficiente. Qualquer demora maior na detecção e identificação do AIV 

tem como consequência uma disseminação mais rápida e por maiores distâncias 
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desse vírus, tornando cada vez mais difícil se fazer o controle e a erradicação 

desse agente infeccioso (PELZEL et al., 2006). Existe uma gama de diferentes 

meios para se fazer o diagnóstico laboratorial da influenza aviária, 

compreendendo os métodos indiretos, representados pelos testes sorológicos e os 

métodos diretos de detecção do agente infeccioso. Os procedimentos mais 

comumente usados para o diagnóstico do AIV são o isolamento viral em ovos 

embrionados livres de patógenos específicos (SPF), a imuno detecção de 

antígenos virais e os procedimentos de biologia molecular, como a RT-PCR e 

seqüenciamento, para a detecção e genotipagem viral. (SWAYNE et al., 2000; 

RUEST et al., 2003).   

 As técnicas de diagnóstico molecular da IA visam em essência fazer a 

amplificação de uma dada região de um dos genes do AIV, sendo mais 

comumente usados como alvos os genes da proteína M, NP e hemaglutinina (H) 

(SPACKMAN et al., 2002). Dentre as técnicas moleculares usualmente 

empregadas no diagnóstico laboratorial do AIV destacam-se as reações de 

transcrição reversa e em cadeia da polimerase (RT-PCR) convencional, o método 

de RT-PCR-ELISA e a técnica de RT-PCR em tempo real (SUAREZ et al., 2007). 

 Um dos objetivos da aplicação das técnicas de biologia molecular aplicadas 

no diagnóstico laboratorial do AIV é conferir maior rapidez e sensibilidade 

comparável à técnica de isolamento viral, mantendo, ainda, um alto nível de 

especificidade na obtenção de resultados. Para alcançar tais propósitos, três 

pontos críticos devem ser observados, tais como a etapa de extração do RNA 

viral, a etapa de amplificação por RT-PCR e a composição de nucleotídeos dos 

‘primers’ e, quando for o caso, da oligo-sonda.  Todos esses três fatores são 

críticos para a sensibilidade e especificidade das técnicas de diagnóstico 

molecular do AIV (SUAREZ et al., 2007).  

A detecção do AIV, tanto para o diagnóstico de casos suspeitos quanto 

para a monitoria de propriedades produtoras e aves silvestres, é realizada a partir 

da coleta de suabes cloacais e traqueais. Principalmente no caso dos suabes 

cloacais, há uma grande presença de substâncias inibitórias da PCR, 

especialmente da enzima Tac DNA polimerase, de tal forma que vários métodos 
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têm sido utilizados para a remoção destes interferentes de amostras clínicas e 

para conferir um incremento da sensibilidade dessa mesma técnica (GILPATRICK 

et al., 2000).  

Dessa forma ficou evidenciado que a extração de RNA genômico viral é um 

passo crítico para a obtenção de melhores resultados nas técnicas de biologia 

molecular, uma vez que a qualidade do RNA interfere diretamente na eficiência de 

amplificação da RT-PCR. Nesse sentido, verifica-se que estão disponíveis vários 

métodos de extração de RNA, incluindo extração por solventes orgânicos como as 

misturas composta por fenol e isotiocianato de guanidina, a extração por colunas 

de sílica e a extração por ‘beads’ magnéticas. Cada um desses métodos têm 

vantagens e desvantagens, apresentando desempenhos melhores ou piores, na 

dependência do tipo de amostras para diagnóstico. Por exemplo, amostras com 

menor celularidade e mais límpidas, como os suabes laringo-traqueais, tendem a 

proporcionar melhores resultados quando submetidas à extração por colunas de 

sílica ou por ‘beads’ magnéticas, enquanto que para amostras com maior 

quantidade de matéria orgânica, como os suabes cloacais e fragmentos de 

órgãos, a extração com fenol – isotiocianato de guanidina proporciona uma maior 

recuperação de RNA genômico viral com menor quantidade de inibidores da PCR 

e, por conseguinte, confere uma maior sensibilidade na amplificação de produtos 

gênicos específicos do AIV (SUAREZ et al., 2007). A desvantagem desse último 

método, entretanto, é que ele requer muito mais fases de manipulação, sendo 

muito difícil se fazer uma semi-automatização ou automatização completa. 

Situação oposta ocorre com as técnicas de colunas de sílica ou de ‘beads’ 

magnéticas, que podem ser mais facilmente redimensionadas para uma escala 

maior e, inclusive, para serem automatizadas e realizadas por robôs.  

O método de imunocaptura (IC) associado à técnica de RT-PCR (IC-RT-

PCR) visa à simplificação e redução de tempo de preparo de amostras para um 

diagnóstico do vírus de Influenza mais rápido e para possibilitar a manipulação de 

um maior número de amostras, sem perda da sensibilidade e especificidade na 

detecção deste vírus. Esse método de IC-RT-PCR é baseado na amplificação de 

um DNA complementar (cDNA) sintetizado a partir do RNA derivado de partículas 
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virais previamente capturadas em um suporte sólido, como as paredes das 

cavidades de uma microplaca de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay). 

Esta técnica já foi utilizada com sucesso para a detecção de RNA-vírus 

patogênicos para o ser humano, animais e plantas. Além disso, essa técnica torna 

a preparação de amostras biológicas mais simples, pois utiliza menos etapas para 

a obtenção do RNA viral molde para a RT-PCR, não requer o uso de solventes 

orgânicos de difícil descarte, nem de resinas ou ‘beads’ de custo mais elevado 

para a adsorção específica de RNA (GALL-RECULÉ et al., 2001; LUNELLO et al., 

2004; MONTASSIER et al., 2006; KOGOVSEK et al., 2008; PIZA, 2008). 

O presente estudo objetivou desenvolver e otimizar o método de IC-RT-

PCR em tempo real para a detecção do vírus de Influenza Aviária em líquido cório-

alantóide (LCA) e em amostras de suabes cloacais e traqueais de aves SPF, 

contaminados experimentalmente com o AIV e comparar com os resultados 

obtidos com metodologias de referência ou preconizadas pelos laboratórios 

oficiais de diagnóstico molecular desse vírus para a extração de RNA viral. 
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II. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 2.1 Influenza aviária (IA) 

 

A Influenza aviária é uma doença viral que acomete tanto aves domésticas, 

como silvestres. Pode-se manifestar de forma branda ou ser assintomática, sendo 

conhecida neste caso como Influenza aviária de baixa patogenicidade (LPAI) ou 

na forma mais grave e que é classificada como Influenza aviária altamente 

patogênica (HPAI). O tipo de patogenicidade depende de fatores como: a cepa do 

vírus, a espécie e idade do hospedeiro, o estado de imunidade do hospedeiro, a 

presença de outros agentes infecciosos (por exemplo: vírus de Newcastle, vírus 

de Bronquite, Pneumovirus ou Micoplasma) e condições ambientais 

desfavoráveis, como por exemplo ambiente com excesso de amônia e/ou sujeira e 

temperaturas muito elevadas ou muito baixas (AAMIR et al, 2007; ALEXANDER, 

2008). Os isolados de subtipos de alta patogenicidade foram obtidos 

primariamente de galinhas e perus, porém considera-se que todas as espécies de 

aves sejam susceptíveis à infecção. Dentre os 16 tipos de hemaglutinina descritas 

para os diferentes subtipos do AIV, duas (H5 e H7) estão associadas com 

patótipos potencialmente de maior virulência para aves domésticas (WIDJAJA et 

al, 2004; SPACKMAN, 2008).  Os sinais clínicos que caracterizam a Influenza 

aviária são problemas respiratórios, nervosos, queda na produção de ovos, sendo 

que nos casos de alta patogenicidade estes sinais são mais graves e há ainda alta 

mortalidade das aves, a qual pode chegar a 100% dentro de 48 horas 

(BERCHIERI, 2000; LAU et al, 2004; AAMIR et al, 2007; ALEXANDER, 2008; OIE, 

2009). A ocorrência de Influenza aviária, principalmente na forma altamente 

patogênica, certamente acarreta em enorme prejuízo econômico para a avicultura 

comercial.  
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2.1.1 Biologia do vírus de Influenza aviária (AIV) 

 

As espécies hospedeiras naturais do AIV são as aves selvagens, 

principalmente as aquáticas. Nestas espécies o vírus não provoca nenhum 

sintoma ou dano visível, tornando difícil sua detecção. A maioria dos AIV tem sua 

replicação primária no epitélio do trato intestinal e amostras de fezes podem 

conter altos títulos virais, o que sugere que o mecanismo de disseminação do 

vírus entre aves se dá pela transmissão via fecal-oral ou por contaminação da 

água com fezes (WEBSTER et al, 1992). Além do risco de introdução do vírus 

pelo contato com aves migratórias, outras formas devem ser consideradas, 

incluindo especialmente, os riscos decorrentes da movimentação de aves, 

criações de múltiplas espécies e contato com lagos e rios onde aves aquáticas 

migratórias se estabelecem (SPACKMAN, 2008). 

Em poucas ocasiões os vírus têm sido transmitidos a espécies hospedeiras 

não naturais, incluindo outras espécies de aves e numerosas espécies de 

mamíferos (WIDJAJA et al, 2004; KUMAR et al, 2006; LEBARBENCHON et al, 

2007; SPACKMAN et al 2008,). Quando esta transmissão ocorre pode haver 

adaptação e estabilização do vírus na nova espécie hospedeira, como por 

exemplo no caso do H1N1 em suínos e H3N8 em eqüinos (LEBARBENCHON et 

al, 2007).  

 

 2.1.2 Vírus de influenza aviária de alta patogênicidade (HPAIV)  

 

A HPAI  foi reconhecida como uma doença viral grave de aves domésticas 

desde 1878 (MUKHTAR et al, 2007). A partir da década de 1990, cientistas 

observaram episódios de infecção pelo vírus de influenza dos subtipos H5, H7 e 

H9 que atravessaram a barreira interespecífica causando infecção em seres 

humanos.(STEPHENSON et al, 2004; HORIMOTO e KAWAOKA et al, 2005; YU et 

al, 2005). 

O primeiro caso de infecção de vírus de influenza aviária altamente 

patogênico em humanos relatado foi o surto de H5N1 em Hong Kong, China em 
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1997, que se iniciou com 18 pessoas infectadas e 6 óbitos (KUMAR et al, 2006; 

MUKHTAR et al, 2007; BRAGSTAD et al, 2007; DUAN et al, 2007; CATTOLI e 

TERREGINO, 2008; OIE, 2009; WHO, 2010). Antes do surto em humanos em 

1997 o HPAIV H5N1 em aves tinha circulado em uma região mais restrita da 

China e persistia em gansos e patos.(BRAGSTAD et al, 2007) 

Alguns pesquisadores acreditam que a adaptação do subtipo H5N1 em 

humanos pode ter sido gerado por um rearranjo múltiplo entre o genoma de uma 

estirpe de H5 e as estirpes H9N2 ou H6N1, encontradas em aves comerciais e 

domésticas (GUAN et al, 1999; HOFFMANN et al, 2000; DUAN et al, 2007; 

MUKHTAR et al, 2007) e devido a preferência da glicoproteína hemaglutinina de 

se associar fortemente no epitélio do trato respiratório superior humano 

(CHANDRASEKARAN et al, 2008). 

 No período de 2003 a junho de 2010, 63 países notificaram a presença do 

AIV H5N1 em aves, sendo os focos relatados mais recentemente em Bangladesh, 

Índia, Myanmar, Nepal e na Indonésia (OIE, 2009; WHO, 2010). Em humanos, 

foram registrados 489 casos confirmados laboratorialmente e 289 mortes desde o 

primeiro caso relatado até março de 2010, sendo que neste ano, até momento, 

foram relatados 21 casos dentre os quais sete mortos, distribuídos no Egito, 

Indonésia e Vietnã (WHO, 2010). 

Devido a estes casos de infecção em humanos a Influenza aviária é 

considerada uma zoonose e é classificada como uma das doenças da lista A da 

OIE, sendo portanto, de notificação obrigatória, o que impõe o estabelcimento de 

barreira sanitária à comercialização de produtos avícolas no mercado interno e 

internacional (CATTOLI e TERREGINO, 2008; OIE,2009; MAPA, 2009). 

 

2.1.3 Características do Vírus de Influenza aviária 

 

Os vírus de Influenza são membros do gênero Influenzavírus, família 

Orthomyxoviridae e se dividem em três diferentes grupos: A, B e C, de acordo com 

características de duas principais proteínas internas, a nucleoproteína (NP) e a 

proteína da matriz (M). Os grupos B e C dos vírus de Influenza são considerados 
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importantes para humanos, já os vírus de Influenza do grupo A infectam diferentes 

espécies; com destaque para as aves, humanos, suínos, eqüinos e mamíferos 

marinhos (WEBSTER et al., 1992). De qualquer forma, somente o AIV do tipo A 

tem sido responsável por todas as pandemias humanas de influenza (TIMOTHY et 

al. 2007). 

O genoma do Influenza tipo A é constituído por fita simples de RNA com sentido 

negativo e é separado em 8 segmentos que codificam 10 ou 11 proteínas virais, 

dependendo do isolado (WEBSTER et al, 1992; TIMOTHY et al, 2007; BELSER et 

al, 2009). É um vírus envelopado e pleomórfico, com tamanho variando de 80 a 

120 nm (WEBSTER et al, 1992; HARRIS et al, 2006; TIMOTHY et al, 2007). Dois 

tipos de glicoproteínas estão ancoradas na membrana bilipídica do envelope viral: 

a hemaglutinina (H) e a neuraminidase (N). Com base na caracterização destas 

glicoproteínas é que a variação antigênica do vírus é classificada. Existem 16 

subtipos conhecidos de H (de H1 a H16) e 9 subtipos conhecidos de N 

(numerados de N1 a N9)  (WEBSTER et al, 1992; HARRIS et al, 2006; TIMOTHY 

et al, 2007 BELSER et al, 2009).  

O período de incubação do vírus Influenza pode variar de 24 horas a três 

dias, quando se inicia o pico de excreção viral e sua disseminação respiratória-

oral-fecal, persistindo, em média, por 10 dias ou mais em aves domésticas. O 

período agudo da doença, quando ocorre a excreção viral, é o momento ideal para 

coleta de amostras. Em aves silvestres, a excreção viral foi detectada por mais de 

30 dias após a infecção, e as aves parecem sofrer ciclos periódicos de reinfecção 

por diferentes subtipos de vírus, carreando o vírus de forma assintomática por 

longos períodos (EASTERDAY et al., 1997). 

 

2.2 Diagnóstico do AIV 

 

Nos casos de surtos de Influenza aviária de alta patogenicidade, o 

diagnóstico presuntivo se inicia com um histórico de sinais clínicos e lesões de 

doença respiratória, hemorragias na crista e barbela, sinais nervosos, diarréia e 

alta mortalidade. As lesões e o curso da doença com estas características, 
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principalmente a alta mortalidade das aves, são sugestivos de Influenza aviária e 

devem ser considerados alerta para tomada imediata de medidas para o 

diagnóstico (BERCHIERI, 2000; SPACKMAN, 2002; AAMIR et al, 2007; 

ALEXANDER, 2008; MAPA, 2009). Nos surtos de doença com vírus de baixa 

patogenicidade, muitos destes sinais estão ausentes ou presentes de forma mais 

branda. A mortalidade das aves pode ser baixa e, nestes casos, a doença pode 

ser confundida com outras doenças respiratórias de aves (Berchieri, 2000; 

SPACKMAN, 2004; AAMIR et al, 2007; ALEXANDER, 2008; MAPA, 2009). 

No Brasil, a detecção de anticorpos contra o vírus Influenza no soro de 

galinhas é utilizada para a monitoria de plantéis, permitindo um rápido diagnóstico 

presuntivo de Influenza. A coleta de material para isolamento viral deve 

necessariamente ser realizada para o diagnóstico definitivo, e a partir daí o subtipo 

do vírus assim como sua caracterização quanto à patogenicidade poderá ser 

determinada (MAPA, 2001; MAPA, 2009).  

No caso de suspeita de infecção por influenza aviária a confirmação do 

diagnóstico deve necessariamente ser laboratorial. Os espécimes clínicos incluem 

amostras de aves mortas e vivas. As amostras das aves mortas devem incluir 

conteúdo intestinal (fezes), suabes oro-nasal, amostras de traqueia, pulmões, 

sacos de ar, intestino, baço, rins, cérebro, fígado e coração. As amostras de aves 

vivas devem incluir tanto suabes de traquéia quanto de cloaca, embora a coleta de 

fezes frescas, também pode servir como uma alternativa. As amostras devem ser 

posteriormente colocadas em solução salina isotónica tamponada de fosfato 

(PBS), contendo uma mistura de antibióticos, a fim de eliminar todas as bactérias 

ou outros agentes que possam interferir nos processos subsequentes de 

diagnóstico. Embora as amostras destinadas ao diagnóstico possam ser 

temporariamente armazenadas a 4 °C, é recomendado q ue sejam mantidas a -80 

°C, especialmente para o armazenamento prolongado ( ALEXANDER, 2008; 

CATTOLI e TERREGINO, 2008; MAPA, 2009; OIE, 2009). 

A técnica padrão, aceita pela OIE, para o diagnóstico de vírus de Influenza 

aviária e da avaliação em amostras clínicas é o isolamento em ovos embrionados 

SPF. Nesse método a replicação desse vírus requer a inoculação do patógeno em 
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ovos embrionados SPF com 9 a 11 dias por um período de incubação de 4 a 7 

dias a  35-37 °C (ALEXANDER, 2008; CATTOLI e TERREG INO, 2008; MAPA, 

2009; OIE, 2009). 

Em seguida, o líquido alantóico (LA) é testado pela técnica de hemaglutinação 

(HA) de hemácias de galinha, a qual em caso positivo indica alta probabilidade da 

presença de vírus de influenza ou de um Paramyxovirus aviário (ALEXANDER, 

2008; MAPA, 2009; OIE,2009).  

A presença do vírus influenza A no LA pode ser confirmada através do teste de 

imunodifusão em gel de Agar (AGP) onde a presença dos antígenos do 

nucleocapsídeo ou matriz pode ser demonstrada com o uso de soros hiperimunes 

anti-VAI (ALEXANDER, 2008; MAPA, 2009; OIE, 2009).  

Outra técnica de aplicação, é o teste de ELISA, que detecta a presença de 

anticorpos, sendo que vários kits comerciais de ELISA estão disponíveis para esta 

finalidade (ALEXANDER, 2008; CATTOLI e TERREGINO, 2008; MAPA, 2009; 

OIE, 2009). 

Os testes de Inibição da hemaglutinação (HI) são também utilizados para a 

detecção e identificação antigênica do VAI em LA, permitindo que sejam 

diferenciados em 16 subtipos de HA do VAI (ALEXANDER, 2008; MAPA, 2009; 

OIE, 2009). 

Uma vez que o agente infeccioso foi identificado como um vírus de 

influenza aviária a avaliação da patogenicidade é o próximo passo. O método 

atualmente utilizado para a determinação da patogenicidade dos isolados inclui a 

inoculação intravenosa do líquido cório-alantóide (LCA) proveniente do isolamento 

viral em ovos SPF em 10 frangos com 4 a 8 semanas de idade. Se houver uma 

mortalidade de mais de 75% ou o índice de patogenicidade intravenosa (IPI) for 

superior a 1,2 dentro de 8-10 dias é considerado de alta patogenicidade 

(ALEXANDER, 2008; MAPA, 2009; OIE, 2009). 

Quanto aos métodos indiretos de diagnóstico da IA, destacam-se os testes 

de HI, de AGP e o ELISA. Os testes sorológicos de AGP e ELISA são realizados 

com antígeno viral inativado e não oferecem risco biológico, permitindo a 

execução em laboratórios de menor nível de biossegurança (MAPA, 2001; OIE, 
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2009), entretanto, os antígenos para sorologia são importados o que torna o 

processo ainda mais oneroso. Quanto ao desempenho como meio de diagnóstico 

da IA, o teste de HI apresenta excelente especificidade e boa sensibilidade, porém 

exige muito tempo para sua realização. Já, o teste de AGP detecta anticorpos 

contra nucleoproteínas e proteínas de matriz, mas apresenta baixa sensibilidade e 

elevada especificidade, além do fato que a aplicação de métodos sorológicos 

geram informações de uso muito limitado (CATTOLI e TERREGINO, 2008; 

SPACKMAN, 2008).  Ainda, certas espécies de aves, principalmente os patos, 

podem não produzir anticorpos precipitantes, levando a obtenção de resultados 

falso-negativos na técnica de agar gel precipitação. Foi também demonstrado na 

avaliação de diferentes métodos sorológicos no diagnósticos de Infuenza aviária, 

que há uma grande grande variabilidade individual na resposta imune humoral, 

acarretando diferenças acentuadas no momento da soroconversão e, portanto na 

detecção de anticorpos entre os testes de HI, AGP e ELISA (LIN et al, 1998), o 

que traz restrições a aplicação apenas dessa ferramenta isoladamente de 

diagnóstico.  

O isolamento viral é feito em ovos embrionados de galinhas SPF de nove a 

11 dias de incubação, podendo necessitar de, pelo menos, três passagens 

sucessivas, levando                      cerca de duas a três semanas para confirmação 

do diagnóstico positivo definitivo ou negativo (ALEXANDER, 2008; CATTOLI e 

TERREGINO, 2008; SPACKMAN, 2008; MAPA, 2009; OIE, 2009). 

No caso de suspeita de Influenza, além do isolamento viral e determinação 

do subtipo do vírus de Influenza por teste de HI e teste de neuraminidase, devem 

ser realizados testes para determinação do nível de patogenicidade do vírus 

isolado. O teste é realizado pela inoculação do vírus em aves e, posterior, 

avaliação da taxa de mortalidade e lesões, requerendo infra-estrutura de alto nível 

de biossegurança para o controle de escape e disseminação do vírus (MAPA, 

2009; OIE, 2009). A presença de aminoácidos básicos nos sítios de clivagem da 

HA é característica de vírus altamente patogênicos de Influenza aviaria e, é 

oficialmente reconhecido pela OIE, a análise por RT-PCR seguida do 

seqüenciamento do gene HA para diagnóstico e caracterização de cepas 
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patogênicas e não patogênicas dos vírus de Influenza aviária (ALEXANDER, 

2008; BELSER et al, 2009; MUKHTAR et al, 2007; OIE, 2009). Esta ferramenta 

pode ser utilizada como alternativa aos testes de isolamento, tipificação sorológica 

e testes de patogenicidade em galinhas. Portanto, testes moleculares tais como 

RT-PCR em tempo real e RT-PCR associado ao sequênciamento de DNA se 

constituem em procedimentos mais vantajosos de diagnóstico da IA que vêm 

sendo cada vez mais utilizados no diagnóstico e nas investigações 

epidemiológicas de Influenza aviária (SPACKMAN et al, 2002; ALEXANDER, 

2008; CATTOLI e FERREGINO, 2008; SPACKMAN, 2008).  

O RT-PCR em tempo real vem tomando espaço na área de diagnóstico 

pela maior velocidade e especificidade de resultados. O teste foi relatado com 

excelentes resultados para o diagnóstico e determinação de subtipos de vírus de 

Influenza aviária (SPACKMAN et al, 2002; LAU et al, 2004). A OIE, Organização 

das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO) e a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) recomendam a utilização de RT-PCR e RT-PCR em 

tempo real para o diagnóstico de Influenza H5 aviário, devido ao seu alto risco a 

aves e a humanos.  

 

2.3 Imunocaptura  

 

O método de IC-RT-PCR é baseado na amplificação de um cDNA 

sintetizado a partir do RNA de partículas virais previamente capturadas em um 

suporte sólido, como as paredes das cavidades de uma microplaca de ELISA. 

Esta técnica já foi utilizada com sucesso para a detecção de RNA-vírus 

patogênicos para o ser humano, animais e plantas. Esta técnica torna a 

preparação de amostras biológicas mais simples pois utiliza menos etapas para a 

obtenção do RNA viral molde para ser processado na técnica de RT-PCR 

(JANSEN et al, 1990; WETZEL et al, 1992; GRAFF et al, 1993; NOLASCO et al, 

1993; GALL RECULÉ et al., 2001; YU et al., 2005). 

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

et al. (1990) para detecção do Vírus da Hepatite A em espécimes fecais obtidos de 
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macacos e infectados pelos vírus da hepatite A; tendo sido obtidos bons 

resultados, os quais conferiram a esta metodologia um elevado potencial para ser 

empregada no diagnóstico laboratorial  do vírus da hepatite A devido à redução do 

número de passos quando comparada com a técnica convencional de RT- PCR. 

Em 1992, a técnica de imunocaptura foi utilizada para detecção de um vírus 

fito-patogênico que causa lesões severas em ameixeiras, tendo sido demonstrado 

uma alta sensibilidade e mostrando claramente a sua superioridade para a 

detecção de baixas concentrações deste vírus presentes em amostra teciduais de 

plantas  infectadas, quando comparada com o diagnóstico realizado pelo teste 

ELISA (WETZEL et al.,1992). 

A utilização da imunocaptura associada com RT-PCR para a detecção do 

vírus de hepatite A foi novamente utilizada por GRAFF et al, (1993), porém em 

lodo de esgoto em diferentes pontos da Alemanha. Os resultados obtidos foram 

superiores à detecção com infecção em cultivos de células e com a vantagem de 

ser mais rápido, demorando apenas dois dias, enquanto com o método tradicional 

de isolamento viral em cultivo celular, seriam necessárias oito a dez semanas para 

o diagnóstico.   

NOLASCO et al. (1993) fizeram algumas modificações na reação de 

imunocaptura e adaptaram o método em microplacas de poliestireno; semelhantes 

às microplacas  utilizadas em  ELISA, ao invés de tubos de polipropileno, que 

eram inicialmente usados, para a detecção de patógenos virais de plantas. Os 

resultados também foram superiores na detecção desse fitopatógeno, quando são 

levados em comparação os resultados da técnica de ELISA empregada para esta 

mesma finalidade. 

Em 2001, está técnica foi, também, empregada para a detecção do vírus 

que causa a doença hemorrágica nos coelhos, tendo sido comprovada a eficiência 

e rapidez deste método, sobretudo, qando é testado um grande número de 

amostras. Dessa forma, estes autores conseguiram testar 20 isolados deste vírus, 

em apenas um dia, utilizando uma única microplaca, enquanto no outro método 

utilizado, foi possível testar apenas de 4 a 6 isolados em 2,5 dias (GALL-RECULÉ 

et al., 2001). 
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Em adição a isso, esta metodologia de imunocaptura vem sendo 

empregada com sucesso para outras famílias de RNA vírus (MUNFORD e SEAL, 

1997; JACOBI et al, 1998; HEMA et al, 2003; YU et al, 2005; MONTASSIER et al., 

2006), mostrando que esta técnica possui uma alta sensibilidade, especificidade, 

maior rapidez quando comparada a outras técnicas imunológicas e moleculares; e 

pode ser utilizada para estudos epidemiológicos ou clínicos (JANSEN et al., 1990; 

NOLASCO et al., 1993; GALL RECULÉ et al., 2001; YU et al., 2005). 

Em suma, pode-se considerar que o método de imunocaptura (IC) 

associado à técnica de RT-PCR (IC-RT-PCR) visa a simplificação e redução de 

tempo de preparo de amostras para um diagnóstico do vírus de Influenza mais 

rápido e para possibilitar a manipulação de um maior número de amostras, sem 

perda da sensibilidade e especificidade na detecção deste vírus. 
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III.  OBJETIVOS 

 

 

Desenvolver e aplicar os métodos de IC-RT-PCR convencional e em tempo 

real para detecção de AIV (vírus de influenza aviária) em amostras de líquido 

cório-alantóide (LCA) coletado de ovos embrionados SPF e de suabes cloacais e 

traqueais de galinhas SPF, contaminados experimentalmente com a estirpe H2N2 

padrão do AIV.  

 

Determinar a sensibilidade e especificidade analítica de cada uma das 

técnicas de biologia molecular desenvolvidas neste estudo. 

 

Comparar os resultados obtidos a partir do método de imunocaptura com os 

obtidos nos métodos já padronizados de extração de RNA do AIV para a detecção 

desse mesmo vírus nas técnicas RT-PCR convencional e em tempo real.  
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Amostras Virais 

 

 

Foram usados, para a produção de anticorpos de captura, isolados de 

campo do vírus AIV obtidos junto ao LANAGRO/SP, dos subtipos H2, H3 e H4 

provenientes de isolamentos de aves silvestres. Para os testes de sensibilidade foi 

utilizada uma amostra de H2N2 de vírus padrão (AIV H2N2 padrão), obtido junto 

ao laboratório de referência da OIE para diagnóstico de influenza aviaria, o 

National Veterinary Services Laboratory – Ames, EUA (USDA). Todos os 

procedimentos com o vírus vivo de influenza foram executados no Laboratório de 

Biossegurança Nível 3 (NB-3) do Lanagro/SP localizado em  Campinas/SP.   

 

 

 4.2 Propagação viral dos subtipos de AIV em ovos embrionados SPF 

 

 

 A propagação viral foi realizada com a metodologia descrita por OWEN et 

al. (1991) com algumas modificações. Cada amostra viral foi inoculada na 

cavidade cório-alantóide de ovos embrionados SPF com 9 a 11 dias de incubação 

e foram realizadas várias passagens.  

 Em cada passagem foram utilizados 30 ovos por amostra e três ovos para 

controle negativo (sem qualquer inoculação). A via de inoculação foi a da cavidade 

cório-alantóide, com administração de 200µL por ovo. Os ovos permaneceram 

incubados por 72 horas, sendo monitorada sua viabilidade diariamente por 

ovoscopia. Os embriões mortos em 24 horas de incubação foram descartados por 

tratar de morte inespecífica. Os demais ovos, com ou sem morte do embrião, ao 

final das 72 horas de incubação foram sacrificados por choque térmico, com 

resfriamento a 4ºC por no mínimo 4 horas. A seguir a presença de vírus, em cada 
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ovo, foi verificada pelo teste de hemaglutinação rápida em placa e apenas dos 

ovos positivos foram coletados o líquido cório-alantóide (LCA).   

  Os vírus propagados, dos subtipos H2, H3 e H4 provenientes de 

isolamentos de aves silvestres e o AIV H2N2 estirpe padrão, foram submetidos a 

confirmação da presença do AIV por RT-PCR em tempo real e titulados segundo a 

metodologia de hemaglutinação em microplaca conforme descrito na Tabela 1 .  

 

Tabela 1.  Título viral, obtidos pelo método de hemaglutinação em 
microplaca e expressos em unidades hemaglutinantes (UHA), dos 
AIV H2, H3 e H2N2 padrão, após propagação em ovos 
embrionados SPF. 

 

 AIV H2 AIV H3 AIV H4 AIV H2N2 
padrão 

UHA 512 128 64 1024 

 

 

4.3 Produção do Soro Hiperimune Anti- AIV em Galinhas   

 

 

Foram separados 2 grupos contendo 8 aves SPF da linhagem Leghorn 

Branca em dois diferentes isoladores com pressão positiva e com fornecimento de 

ar purificado por filtração absoluta, para serem inoculadas separadamente com as 

estirpes do AIV H2 e H3 (amostras isoladas de campo obtidas junto ao 

Lanagro/SP). As aves foram infectadas com 1mL de vírus, com título aproximado 

de 512 e 128 unidades hemaglutinante (UHA) por ave, nas vias ocular, nasal e 

oral. Houve uma re-infecção, com os mesmos critérios, após 15 dias da primeira 

inoculação. Amostras de soro foram colhidas ao 15º dia após a primeira 

inoculação para serem determinados os título de anticorpos pelo método indireto 

de ELISA e ao 30º dia foram realizados, além do ELISA, os testes de Inibição de 

Hemaglutinação (HI) e imunodifusão em ágar gel (AGP) cujos resultados 

encontram-se na  Tabela 2 .  
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Tabela 2.  Sorologia dos Soros Hiperimune Anti-AIV em Galinhas  pelos 
métodos de ELISA, Inibição de Hemaglutinação (HI) e 
Imunodifusão em Ágar Gel (AGP) nas coletas do 15º e 30º dias pós 
inoculação. 

 

 ELISA a 

(S/P) 
HI  

(UHA) AGP b 

 Soro 
anti-H2 

Soro 
anti-H3 

Soro 
anti-H2 

Soro 
anti-H3 

Soro 
anti-H2 

Soro 
anti-H3 

15º dia 1,94 1,53 -- -- -- -- 

30º dia 5,40 3,87 128 64 1:32 1:16 
a Teste de ELISA realizado com o kit: IDEXX FlockChek Avian Influenza Antibody 
Test Kit (IDDEX, USA) 
b Valores apresentados referem-se a última diluição, a partir do soro bruto, com 
detecção de anticorpo  
 

 

4.4 Precipitação da Fração Gama-Globulina 

 

 

O protocolo de AKITA e NAKAI (1993) foi utilizado para a precipitação da 

fração gama-globulina. Foram adicionados 200mL de tampão PBS a 200mL de 

soro anti AIV H3. Em seguida, sob agitação, 267mL de sulfato de amônio 100% 

foram acrescentados, gota a gota. O volume total foi centrifugado a 3000rpm por 

15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado por duas 

vezes com solução de sulfato de amônio a 42% de saturação.  Após a lavagem o 

precipitado foi ressuspenso em 1mL de PBS e foi dialisado contra solução salina 

por 2 dias a 4ºC, com duas trocas de líquido de diálise ao dia. 
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Anticorpo de 
captura 

Vírus IA 

Aquecimento 

Liberação do RNA do capsídeo viral 

Sobrenadante com 
RNA para RT-PCR 

4.5 Preparação das placas de Imunocaptura (IC) 

 

 

O método otimizado está descrito a seguir. Adicionou-se, em microplacas 

de poliestireno (Costar, Corning, USA), 200 µL da solução de anticorpo de captura 

constituída por um ‘pool’ de antissoros de galinhas hiperimunizadas com as 

estirpes H2 ou H3 do AIV, na diluição 1:200, preparadas em tampão carbonato-

bicarbonato 0,05M pH 9,6. A reação de adsorção ocorreu por 2 horas a 37ºC em 

câmara úmida. Ao final dessa etapa, as cavidades da microplaca foram 

submetidas a três lavagens com solução salina tamponada com fosfato pH 7,4 

contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-Tween). Em seguida o bloqueio da superfície 

das cavidades da microplacas foi realizado pela adição de 200 µl de solução de 

albumina bovina a 1% (BSA) diluída em PBS-Tween, com incubação de uma hora 

a 37ºC em câmara úmida. A microplaca foi lavada cinco vezes com PBS-Tween. 

Na etapa seguinte, 100 µl da suspensão da amostra do AIV (diluída 1:2 em PBS-

Tween) foram adicionados à microplaca e a reação foi incubada “overnight” a 4ºC 

em câmara úmida. As cavidades foram lavadas 3 vezes com PBS-Tween e 1 vez 

com água destilada estéril. Ao final deste processo foram acrescentados às 

cavidades 50µl de água ultra pura tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC) e em 

seguida a placa foi incubada por 10 minutos a 80ºC. A partir desta etapa as 

amostras foram submetidas à técnica de RT-PCR em tempo real. Abaixo, na 

Figura 1,  está representado o mecanismo de ação do método de imunocaptura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Esquematização do método de Imunocaptura. 
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4.6 Extração de RNA com Trizol LS Reagent® (Invitrogen, USA) 

 

 

A extração de RNA com o reagente caotrópico Trizol LS Reagent® (Invitrogen, 

USA), que a partir de agora será mencionado apenas como TRIZOL, foi realizada 

conforme instruções do fabricante, mas com algumas modificações. Em resumo, para 

cada 250µL de amostra, de LCA ou suabes de cloaca e traquéia, foram adicionados 

750µL de Trizol LS Reagent. A mistura foi homogenizada por 15 segundos em vórtex. 

Acrescentou-se 200µL de clorofórmio ultra puro 100% (livre de DNAses e RNAses), 

realizando-se agitação por inversão. Após um período de 7 minutos à temperatura 

ambiente (TA), as amostras foram centrifugadas a 12000xg durante 15 minutos a 4°C; 

aproximadamente 500µL do sobrenadante foram transferidos para outro microtubo, 

com capacidade para 1,5mL. As amostras de RNA foram precipitadas em 500µL de 

isopropanol, após incubação de 10 minutos à TA e centrifugação por 10 minutos a 

12000xg a 4°C. O isopropanol foi descartado e as am ostras foram lavadas em 1000µL 

de etanol 70% e secas em TA. Em seguida os precipitados foram ressuspensos em 

50µL de água ultra pura tratada com DEPC. O RNA extraído foi armazenado a -80°C 

até o momento de sua utilização na reação de RT-PCR. 

 

 

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

 

 

O kit MagMAX® (Ambion, USA), que será designado como AMBION daqui em 

diante, usa esferas (‘beads’) magnéticas para o isolamento de RNA e foi desenvolvido 

especificamente para a purificação de RNA do vírus de AIV obtidos a partir de 

amostras de suabes cloacal ou traqueal. Este é o método padrão, já que trata-se da 

metodologia de obtenção de RNA utilizada e validada pelo National Veterinary 

Services Laboratory – USDA (Ames, EUA) (NVSL). A extração de RNA foi realizada 

conforme as instruções fornecidas pelo fabricante. Resumidamente, foram 

adicionados 101ul da solução de lise em 50ul de amostra e então a microplaca foi 

agitada, em agitador orbital, por 30 segundos. A esta mistura 20ul de suspensão 

contendo as ‘beads’ magnéticas foi adicionada a cada cavidade da microplaca e esta 
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foi agitada por 4 minutos. Então a microplaca foi colocada sobre o suporte magnético, 

para a captura das ‘beads’ por 2 minutos. O sobrenadante foi aspirado e a microplaca 

retirada do suporte. Foram realizadas 3 lavagens, cada uma com 100ul, utilizando as 

soluções presentes no kit e com tempo de incubação de um minuto cada. Depois da 

última lavagem a microplaca foi agitada durante 2 minutos para a completa secagem 

dos poços e então foi adicionado 50ul do tampão de eluição e a microplaca foi 

incubada por 1 minuto sobre o suporte magnético. O sobrenadante, contendo o RNA 

extraído, foi então armazenado a -80ºC até sua utilização. 

 

 

4.8 Extração de RNA com o equipamento de extração automatizada 

MagNA Pure LC® (ROCHE, Alemanha) 

  

 

A extração foi realizada com o kit MagNA Pure LC Total Nucleic Acid 

Isolation®, segundo o protocolo recomendado pelo fabricante e processada no 

equipamento de extração automatizada MagNA Pure LC (Roche, Alemanha) e a partir 

deste ponto será mencionada apenas como MagNA Pure. Esta metodologia é a 

adotada pelo Lanagro/SP para o isolamento de RNA para a pesquisa do vírus de AIV. 

O princípio desta técnica consiste, em resumo, em adicionar a amostra um tampão de 

lise e proteinase K e após um período de incubação adicionar ‘beads’ magnéticas as 

quais os ácidos nucléicos serão ligados. Durante as lavagens, que retiram os restos 

celulares e impurezas presentes na amostra bruta, as ‘beads’ ficam presas a um imã 

que se move até as ponteiras durante esta etapa do processo. Na fase final da 

extração, uma solução de eluição é adicionada e os ácidos nucléicos são 

desprendidos das ‘beads’ por diferença de osmolaridade e aquecimento. A Figura 2  

trás um esquema que apresenta o processo de extração por este método.  
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Figura 2. Representação esquemática resumida do princípio da extração de 

ácidos nucléicos utilizando o o kit MagNA Pure LC Total Nucleic Acid 

Isolation® e processada no equipamento de extração automatizada 

MagNA Pure LC (Roche, Alemanha).  

 

 

 

4.9 Oligonucleotídeos Iniciadores utilizados na técnica convencional 

de RT-PCR 

  

 

O gene M foi escolhido como alvo deste estudo devido sua alta conservação 

dentro das diferentes estirpes, sua grande especificidade para o vírus de influenza 

aviária e por ser o gene alvo adotado pelo protocolo oficial do Center for Disease 

Control and Prevention (CDC) (Atlanta/USA) e pelo Laboratório Nacional de 

Referência para a Influenza Aviária do Ministério da Agricultura (Lanagro/SP). O par 

de oligonucleotídeos iniciadores utilizado no protocolo de RT-PCR convencional 

está descrito na Tabela 3 . 

 

 

 

AMOSTRA 

Tampão 
de LISE Proteina

se ‘BEADS
’ 

Remoção de 
Resíduos Celulares e 

Eluição 

kit MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation®  
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Tabela 3.  Oligonucleotídeos iniciadores (‘primers’) utilizados na técnica 
convencional de RT-PCR. 

 

‘Primers’ Sequência  (5’–3’) Localização Fita Tamanho 
produto 

MF3/cdc TGATCTTCTTGAAAATTTGCAG 718-739 ‘Foward’ 

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

*Sequência dos primers obtida através de comunicação pessoal com o Dr. Ruben Denis. 

 

 

4.10 RT-PCR convencional 

 

 

A RT-PCR foi realizada conforme o procedimento recomendado por Spackman 

et all (2002), e por meio de  protocolo validado pelo laboratório do National Veterinary 

Services Laboratory – USDA (Ames, EUA), que é o laboratório de referencia da OIE 

para diagnóstico de influenza aviaria e é o mesmo protocolo atualmente adotado pelo 

Lanagro/SP para o diagnóstico oficial de influenza. A reação de RT-PCR foi realizada 

em um termociclador Mastercycler (Eppendorf, USA), em um único passo, com o kit 

AgPath ID One Step RT-PCR® (Ambion, EUA).  Uma mistura com os reagentes do kit 

foi feita com a adição do RT-PCR buffer 2x (Ambion, USA), Ampli Taq Gold DNA 

Polymerase® (Ambion, USA), 10 pmol de ‘primer foward’, 10 pmol de ‘primer reverse’ 

e água ultra pura tratada com DEPC suficiente para completar 17µL, a essa mistura 

foram adicionados 8µL de RNA, quando extraído por um dos três métodos citados no 

item 4.5, ou no caso das placas de imunocaptura, essa mistura foi diretamente 

adicionada à microplaca. O perfil térmico desta reação inclui a transcrição reversa 

com um ciclo de 40 minutos a 42oC e um ciclo de 5 minutos a 95oC; a PCR com 30 

ciclos compostos por desnaturação de 1 minuto a 94oC, anelamento a 57oC por 1 

minuto e extensão a 72oC por 1 minuto e uma extensão final, após a reação de PCR, 

de 10 minutos a 72oC. 
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4.11 Eletroforese em Gel de Agarose 

 

 

Após as reações de PCR, foram adicionados 5µL de tampão de amostra 

[0,05% (p/v) de azul de bromofenol; 40% de sacarose (p/v); Tris-HCl 10mM pH 7,8 e 

EDTA 1M pH 8,0] em 25µL de produto amplificado, o qual foi analisado através de 

eletroforese horizontal no sistema, em tensão de 100V por aproximadamente uma 

hora, em gel de agarose 3% contendo tampão TBE 0,5X (Tris 0,045M, ácido bórico 

0,045M e EDTA 0,001M, pH 8,0) e brometo de etídio (0,5µg/µL). Como padrão de 

peso molecular foi utilizado o marcador 100bp DNA Ladder® (Invitrogen, USA). Os 

géis foram visualizados através de incidência de luz ultravioleta em um 

transiluminador (Loccus, Brasil), processados por meio de sistema de 

fotodocumentação (Loccus, Brasil). 

 

 

4.12 RT-PCR em tempo real 

 

 

Após a extração do RNA ou da imunocaptura método de RT-PCR em tempo 

real foi realizado, utilizando o kit AIV-M AgPath ID One Step® RT-PCR (Ambion, 

EUA), sendo a reação conduzida em um aparelho de PCR em tempo real modelo 

7500 (Applied Biosystems, USA). Foram utilizados 8µL de RNA, ao qual acrescentou-

se 17 µL da mistura dos reagentes presentes no kit, incluindo os oligonucleotídeos 

iniciadores e sonda específicos para o gene M do vírus de influenza aviária e um 

controle endógeno (xenoRNA) patenteados e validados pela empresa fabricante. As 

reações foram realizadas em microplacas especiais, de 96 orifícios com volume de 

0,2 mL em cada um, e tampadas com adesivos específicos para a leitura óptica do 

sistema de detecção e mensuração fotométrica do equipamento de PCR em tempo 

real. A transcrição reversa compreendeu um ciclo inicial de 30 minutos a 50°C e outro 

de 95°C por 15 minutos. A reação de PCR ocorreu em seguida e foi constituída por 45 

ciclos compostos por desnaturação a 94°C por 15 seg undos e uma etapa de 

anelamento/extensão com 32 segundos a 60°C, na qual  a fluorescência foi adquirida 

pelo equipamento. Todas as amostras foram testadas em triplicata. O valor do ponto 
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de corte, denominado de “threshold cycle” (Ct), utilizado foi o estabelecido 

automaticamente pelo software do equipamento e com análise manual para 

verificação de possíveis erros. A cada microplaca analisada foram adicionados no 

mínimo três controles negativos da reação de PCR e três controles positivos para 

gene M do vírus de AIV. Em caso de falha de algum destes controles, positivo ou 

negativo, a reação era considerada inválida, sendo então repetida. 

 

 

4.13 Avaliação da Especificidade Analítica do Método de IC-RT-PCR 

 

 

A especificidade analítica foi avaliada testando-se suspensão de LCA do 

AIV H2N2 padrão e quatro outros RNA vírus aviários, todos na diluição 100. Os 

RNA vírus testados, com exceção do AIV, foram obtidos a partir de amostras virais 

provenientes de vacinas vivas atenuadas dos vírus: de Bronquite Aviária, cepas H-

120 (Merial, USA) e Ma5 (Intervet/Schering-Plough Animal Health, USA), do vírus 

da doença de Newcastle, cepas La Sota (Biovet, Brasil) e HB1 (Merial, USA) e do 

vírus da doença de Gumboro, cepas Lukert (Fort Dodge, USA), S706 (Merial, 

USA) e 228E (Intervet/ Schering-Plough Animal Health). A especificidade foi 

testada tanto na reação de RT-PCR convencional, como na RT-PCR em tempo 

real. 

 

 

 4.14 Preparação das Amostras para Avaliação da Sensibilidade 

Analítica do Método de IC-RT-PCR  

 

 

A determinação da sensibilidade analítica foi realizada com suspensões de 

LCA e suabes cloacais e traqueais. Após a obtenção do LCA, a partir de ovos 

embrionados SPF, e das suabes de cloaca e traquéia, coletadas de aves SPF, foi 

realizada a contaminação experimental com uma suspensão de LCA de AIV H2N2 

padrão, contendo 1024 UHA, que foi considerada a diluição 100. Os diferentes 
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tipos de amostra (LCA, suabe cloacal e suabe traqueal) foram então diluídas 

seriadamente em razão 10 (10-2 a 10-6) e submetidas a extração com o reagente 

caotrópico Trizol LS® (Invitrogen, USA), com o kit MagMAX® (Ambion, USA), com 

o equipamento de extração automatizada MagNA Pure LC® (ROCHE, Alemanha) e 

com a técnica de Imunocaptura. Posteriormente os RNAs foram analisados em 

RT-PCR convencional e em tempo real. 

As análises foram realizadas em triplicata e cada diluição estudada foi 

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

 

 

5.1 Padronização do teste de Imunocaptura 

 

 

Foram testados vários parâmetros para o desenvolvimento e a otimização 

de uma técnica de imunocaptura eficiente. Os principais foram: diferentes 

combinações das preparações de anticorpos de captura, diferentes concentrações 

do anticorpo de captura, tempo e temperatura de incubação para a adsorção do 

anticorpo de captura, composição ideal da solução de bloqueio, a necessidade ou 

não do tratamento prévio da amostra contendo o AIV, tempo e temperatura de 

incubação da amostra na placa de imunocaptura, composição das soluções de 

lavagem das cavidades da microplaca após a captura do AIV e a utilização ou não 

de um passo de desnaturação do vírus após a imunocaptura.  

A utilização de tratamento prévio da amostra foi testada na padronização da 

técnica de Imunocaptura utilizando inicialmente microplacas impregnadas com 

soro anti-H2 na concentração 1:50, e as demais etapas do procedimento de 

Imunocaptura foram as mesmas descritas no tópico Materiais e Métodos. Foram 

feitos testes com as amostras foram tratadas, na proporção 1:2 com as seguintes 

soluções: PBS Tween 20 0,05%; PBS 80 0,5%; Triton X-100 0,5% e também foi 

avaliada a ausência de tratamento prévio. A amostra foi o AIV H2N2 padrão nas 

diluições finais (após tratamento) 10-1, 10-2 e 10-3. A comparação dos resultados 

obtidos por RT-PCR em tempo real está descrita na Tabela 4. Note que, na 

análise do resultado de RT-PCR em tempo real, quanto menor o valor do Ct maior 

a concentração de vírus presente na amostra. 
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Tabela 4. Resultados da RT-PCR em tempo real com os diferentes tipos de 
tratamentos prévios da amostra de AIV H2N2 padrão nas 
diluições 10-1 a 10-3. Os testes foram realizados em triplicata e os 
valores apresentados referem-se a média dos Ct obtidos, que 
possuem DP≤0,50. As áreas em cinza correspondem a opção 
adotada. Legenda: Ag: AIV H2N2 padrão. 

 

 Sem tratamento Tween 20 0,05% Tween 80 0,5% Triton X-100 0,5% 

Ag 10 -1 29,27  21,92 25,97 38,52 

Ag 10 -2 31,97 25,61 32,05 33,48 

Ag 10 -3 34,73 28,05 30,55 31,63 

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

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

 

O parâmetro verificado em seguida foi a impregnação da microplaca com as 

soluções: soro total anti AIV H2, fração gama-globulina do soro anti AIV H3 e com 

a combinação destes dois soros. Para este teste foram utilizadas as diluições de 

soro 1:50 e 1:200. O resultado desta avaliação foi realizado pela detecção do gene 

M por RT-PCR em tempo real das diluições 10-2 a 10-5 do AIV H2N2 padrão e está 

descrito na Tabela 5 . Deve-se salientar que, na análise do resultado de RT-PCR 

em tempo real, quanto menor o valor do Ct maior a concentração de vírus 

presente na amostra. 

 

 

 

 

 



 

 

29 

Tabela 5. Resultados da RT-PCR em tempo real com os diferentes tipos de 
combinações de soro que foram utilizadas para impregnar a placa 
de imunocaptura. Foram usadas para a impregnação da placa 
diferentes combinações de soro nas diluições 1:50 e 1:200. As 
amostras testadas foram o AIV H2N2 padrão nas diluições 10-2 a 
10-5. As áreas em cinza correspondem a opção adotada. 
Legenda: Ag: AIV H2N2 padrão; IgG: fração imunoglobulina do 
soro anti-H3; DP: desvio padrão. 

 

 
Soro 

Anti-H2 
1:50 

Soro 
Anti-H2 
1:200 

Soro     
anti- IgG H3   

1:50 

Soro     
anti- IgG H3   

1:200 

Soro        
anti H2 + 

anti-IgG H3 
1:50 

Soro     
anti-H2 + 

anti-IgG H3 
1:200 

Média DP 

Ag 10 -2 26,35 25,51 26,14 25,01 23,62 24,73 25,00 1,84 

Ag 10 -3 28,03 26,92 27,78 27,37 26,55 27,20 27,16 0,50 

Ag 10 -4 33,77 32,65 32,17 33,03 33,06 33,29 32,84 0,50 

Ag 10 -5 36,00 32,78 33,95 32,98 33,53 36,22 33,89 1,37 

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

 

Foi realizada a média e cálculo do desvio padrão (DP) dos valores de Ct 

obtidos e as diferenças encontradas entre as combinações de anticorpos de 

captura não foram suficientemente significativas a ponto de destacar uma das 

opções, por isso foi adotada a combinação de soros anti- AIV H2 com a fração 

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

captura.   

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

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

e H4 nas diluições 10-2 e Ag 10-3 em uma microplaca impregnada com a 

combinação de anticorpos escolhida para padrão. Estes resultados, obtidos após 

a RT-PCR em tempo real estão apresentados na Tabela 6. 
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Tabela 6. Resultados, por RT-PCR em tempo real, da presença de AIV dos 
subtipos H2, H3 e H4 isolados em placa de Imunocaptura com 
anticorpos de captura obtidos a partir de AIV H2 e H3 Os testes 
foram realizados em triplicata e os valores apresentados referem-
se a média dos Ct obtidos, que possuem DP≤0,50. Legenda: Ct: 
“Threshould Cycle”; DP: desvio padrão. 

 

Diluição AIV H2 AIV H3 AIV H4 

10-2 24,73 25,21 27,70 

10-3 27,20 30,52 31,99 

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

 

 

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

após a incubação ‘overnight’ em microplaca de imunocaptura e a desnaturação do 

vírus quando não efetuadas como descrito no procedimento padronizado final, 

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

resultados não descritos não promoveram melhora significativa no método ou não 

tiveram variação. O resumo dos diferentes parâmetros testados está descrito na 

Tabela 7. 
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Tabela 7. Descrição dos parâmetros testados para a otimização do método 
de Imunocaptura RT-PCR em AIV. As áreas em cinza 
correspondem as opções adotadas por apresentarem melhor 
resultado. Legenda: LPS: leite em pó solúvel; BSA: soro albumina 
bovina.   

 

Desnaturação do Vírus 
Combinação  

de  
Soros 

Diluição 
Soro 

Bloqueio 
cavidades 
microplaca 

Tratamento  
Pré-Amostra 

Lavagem da 
Amostra 

Eluição 
Tratamento 

Térmico 

.soro total anti 
H2 .sem tratamento 

. PBS Tween 
20 0,05% + 

H2O destilada  
.1:50 LPS 1% 

.PBS Tween 20 
0,05% 

. ÁGUA 
ULTRAPURA 

.fração gama 
globulina do 
soro anti H3 

.PBS Tween 80 
0,05% 

. PBS Tween 
20 0,05% + 
Tampãoa 

. 80 C:               
10min  

.soro total anti 
H2 
+ 

fração gama 
globulina do 
soro anti H3 

.1:200 BSA 1% 

.Triton X-100 0,5% . Tampãoa 

. Tampãoa 

Sem 
tratamento 

a Tampão é constituído por: Tris 20mM + MgCl2 2,5mM + KCl 75mM 
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5.2 Determinação da especificidade analítica 

 

 

A especificidade da técnica de IC-RT-PCR convencional e em tempo real 

foi comprovada através da amplificação de fragmento específico do gene M em 

suspensão de LCA contaminada com a estirpe H2N2 do AIV. Não houve 

amplificação de produto genômico para os oito vírus aviários não relacionados ao 

AIV, isto é, as estirpes H-120 e Ma5 do vírus de Bronquite Infecciosa, as estirpes 

LaSota  e HB1 do vírus da doença de Newcastle e as estirpe Lukert, S706 e 228E 

do vírus da doença de Gumboro. O resultado da especificidade analítica da IC-RT-

PCR encontra-se na Figura 3 . 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

 

 

 

 

200bp 

M      1        2           3       4        5        6          7         8         9  
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5.3 Avaliação da Sensibilidade Analítica 

 

 

As análises em RT-PCR convencional com LCA infectado com a estirpe 

H2N2 do AIV tiveram produto amplificado até a diluição 10-3  para a técnica de 

imunocaptura e com o kit AMBION e até a diluição 10-4  para as amostras 

extraídas com Trizol e MagNA Pure (Figura 4).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.  Avaliação da sensibilidade analítica do IC-RT-PCR convencional 
em relação a diluições seriadas do AIV H2N2 padrão. O LCA foi 
submetido a diluições seriadas de razão 10 (100 a 104).  Legenda: 
(M) Marcador 100bp (Invitrogen), (C(-)) Controle negativo. 

 

Para a avaliação da sensibilidade analítica em suabes cloacais e traqueais 

contaminadas experimentalmente e submetidas a RT-PCR convencional a 

detecção foi até a diluição 10-3 para a técnica de imunocaptura e para a extração 

com o kit extração AMBION e até a diluição 10-4  para as amostras extraídas com 

Trizol e MagNA Purê, as quais equivalem a 0,1 e a 0,01 unidades hemaglutinantes 

(UHA). Os resultados do RT-PCR convencional das análises com LCA e com 

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

 

 

M              10-1                   10-2                      10-3                 10-4              100    M     C(-) 
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Tabela 8. Comparação do IC-RT-PCR convencional com diferentes 
métodos de extração de RNA em LCA e suabes de traquéia e 
cloaca de aves SPF, contaminadas AIV H2N2 padrão em diluições 
seriadas (10-2 a 10-6). Legenda: Ag:  AIV H2N2 padrão; UHA:  
unidade hemaglutinantes; LCA:  líquido cório-alantóide; IC: 
Imunocaptura; MP: MagNA Pure LC; AMB: Ambion; TR: Trizol. 

 

 

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

H2N2 padrão do AIV foi positivo até a diluição 10-4  para a técnica de imunocaptura 

e com o kit AMBION e até a diluição 10-5  para as amostras extraídas com Trizol e 

MagNA Pure. 

 A sensibilidade analítica de suabes traqueais e cloacais em RT-PCR em 

tempo real foram positivos até a diluição 10-4 na técnica de imunocaptura e na 

extração com o kit extração AMBION e até a diluição 10-5  com as extrações de 

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

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

encontram-se descritos na Tabela 9 . 

 

 

LCA  SUABE TRAQUÉIA  SUABE CLOACA  

 UHA  

IC MP AMB  TR IC MP AMB  TR IC MP AMB  TR 

Ag 10 -2 1 POS POS POS POS POS POS POS POS POS POS POS POS 

Ag 10 -3 0,1 POS POS POS POS POS POS POS POS POS POS POS POS 

Ag 10 -4 0,01 NEG POS NEG POS NEG POS NEG POS NEG POS NEG POS 

Ag 10 -5 0,001 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 

Ag 10 -6 0,0001 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 
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Tabela 9. Comparação do IC-RT-PCR em tempo real com diferentes 
métodos de extração de RNA em LCA, suabe de traquéia e suabe 
de cloaca de aves SPF, contaminadas com o AIV H2N2 padrão em 
diluições seriadas (10-2 a 10-6). Os valores apresentados referem-
se ao Ct. São positivos os valores de Ct abaixo de 35 e a partir de 
36 as amostras são consideradas suspeitas para a presença de 
AIV. Legenda: Ag:  AIV H2N2 padrão; UHA:  unidade 
hemaglutinantes; IC: Imunocaptura; MP: MagNA Pure LC; AMB: 
Ambion; TR: Trizol; LCA:  líquido cório-alantóide. 

 

 

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

 

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

com o kit AMBION foram iguais, sendo que para AIV presente na suspensão de 

LCA o limite de detecção correspondeu à diluição 10-4, (0,01 UHA) enquanto que 

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

até a diluição 10-3. (0,1 UHA) Estes resultados podem ser observados na Tabela 

10. 

 

 

 

LCA SUABE TRAQUÉIA  SUABE CLOACA  

Diluições UHA  

IC MP AMB  TR IC MP AMB  TR IC MP AMB  TR 

Ag 10 -2 1 29,40 23,66 29,49 24,97 30,41 25,55 30,48 21,36 31,00 25,73 27,15 23,47 

Ag 10 -3 0,1 32,22 27,81 33,47 30,11 31,88 31,38 35,38 26,47 34,07 30,93 31,98 28,71 

Ag 10 -4 0,01 33,53 30,23 34,69 34,12 NEG 37,24 NEG 32,58 NEG 37,39 NEG 32,96 

Ag 10 -5 0,001 NEG 34,05 NEG 35,86 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 

Ag 10 -6 0,0001 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 
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Tabela 10. Limites de detecção de amostras de LCA, suabe de traquéia e 
suabe de cloaca experimentalmente contaminadas com AIV H2N2 
padrão com diferentes métodos de extração de RNA, com posterior 
análise em RT-PCR em tempo real. Legenda: IC: Imunocaptura; 
MP: MagNA Pure LC; AMB: Ambion; TR: Trizol. 

 

 LCA Suabe de Traquéia Suabe de Cloaca 

IC 10-4 10-3 10-3 

MP 10-5 10-4 10-4 

AMB 10-4 10-3 10-3 

TR 10-5 10-4 10-4 

 

 As vantagens e desvantagens de alguns dos principais parâmetros 

observados durante a padronização do método de Imunocaptura e com a 

comparação dos diversos métodos de isolamento de RNA, para posterior análise 

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

11.  
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Tabela 11. Vantagens e desvantagens observadas nos métodos de 
extração de  RNA e no método de Imunocaptura. 

 

Parâmetro IMUNOCAPTURA MAGNA PURE®  AMBION® TRIZOL® 

Amostras/ 

corrida 

Microplaca 

(96 amostras) 

Placa especial 

(32 amostras) 

Microplaca 

(96 amostras) 

Microtubo 

(poucas) 

Habilidade do 

operador 
Média Pouca Média Alta 

Tempo do 

processo 
Médio Baixo Baixo Médio 

Contaminação 

cruzada 
Baixa Baixa Baixa Alta 

Reagentes 

tóxicos 
NÃO NÃO NÃO SIM 

Sensibilidade BOA ÓTIMA BOA ÓTIMA 

Custo BAIXO ALTO ALTO BAIXO 
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VI. DISCUSSÃO 

 

 

 No presente estudo um método prático de imunocaptura para a obtenção 

de RNA viral a partir de suspensões brutas de líquido cório-alantóide, ou de 

suabes traqueais ou cloacais foi adaptado e padronizado para a detecção do vírus 

de Influenza aviária.  

Ao contrário dos métodos tradicionais, baseados na detecção de genoma 

viral, a técnica de IC-RT-PCR foi concebida para detectar o RNA viral liberado a 

partir dos capsídeos virais capturados na superfície das cavidades de um suporte 

sólido (microplaca de poliestireno). A técnica de IC-RT-PCR foi desenvolvida e 

aplicada com sucesso para a detecção de vários patógenos virais (GALL-RECULÉ 

et al., 2001; LUNELLO et al., 2004; KOGOVSEK et al., 2008; PIZA, 2008).  

Para a aplicação deste método na detecção do AIV foi necessária a 

modificação e otimização de várias etapas. Alguns dos procedimentos adotados 

na padronização realizada no presente estudo não diferiram muito da literatura 

como por exemplo o número de lavagens após a incubação da amostra na 

imunoplaca. Assim como Gall-Reculé et al (2001) e Piza (2008) que trabalharam 

com amostras de órgãos o PBS Tween 20 foi a solução que proporcionou 

melhores resultados, apesar de ter sido suficiente apenas metade do número de 

vezes que estes autores lavam a placa, o que acarreta em uma rapidez um pouco 

maior nesta etapa, sendo também vantajosa essa mudança aqui adotada, ao se 

considerar que o processo de pipetagem e o cuidado necessário para evitar 

contaminação cruzada. Jansen et al (1990) e Graff et al (1993) que trabalharam 

com amostras contendo fezes, e portanto semelhantes às suabes de cloaca, 

tiveram que fazer 5 ou 6 lavagens e no lugar de PBS Tween 20 usaram um 

tampão de composição diferente, talvez por trabalharem com vírus não 

envelopados. Essa solução de tampão de lavagem também foi testada em nosso 

estudo e ao invés de terem sido obtidos resultados melhores, ela resultou em 

ausência de visualização de sinal de amplificação ao final da RT-PCR, tanto 
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realizada pelo método convencional quanto por tempo real. Talvez o número 

excessivo de lavagens para uma amostra que não tenha tanta sujidade, quanto as 

utilizadas por estes autores tenha eliminado as partículas virais de Influenza ou 

alguma outra modificação de na incubação da amostra permita a utilização deste 

tampão por tantas vezes, passo que pode ser útil quando a pesquisa viral for 

necessária em amostras com tal concentração de resíduos e contaminantes. 

Uma etapa crucial para a Imunocaptura do AIV funcionar é a desnaturação 

do vírus. Aparentemente nem todo vírus precisa desta etapa, no procedimento de 

imunocaptura. O vírus de BI por exemplo, Piza (2008) realizou a transcrição 

reversa imediatamente após a imunocaptura com resultados satisfatórios, o que 

não ocorreu com o AIV, onde o aquecimento de 50ºC para a transcrição reversa 

não foi suficiente para o rompimento do envelope viral, nos testes nos quais esse 

passo foi suprimido o resultado foi 100% negativo, independente da concentração 

de antígeno presente na amostra ou no controle positivo. Apenas com a 

desnaturação, em água ultra-pura com inibidor de RNAse, a 80ºC por 10 minutos 

é que foi possível a liberação do RNA viral e sua utilização no diagnóstico por RT-

PCR. 

Outro procedimento adotado foi o pré-tratamento da amostra, o que parece 

ainda pouco usual para outros vírus. Gambley et al (2009), que trabalhou com um 

ampelovirus responsável pela doença da murcha do abacaxi, fez extratos de 

pequenas frações das amostras de folha de abacaxi com uma solução contendo 

Triton X-100 4%, já que necessitava de um detergente forte para romper a cutícula 

foliar e as células do parênquima. O teste utilizando Triton X-100 foi o que 

forneceu piores resultados, confirmando que o Triton x-100 é mais indicado para 

lise de células vegetais ricas em lipídeos e que deve ser evitada quando o vírus se 

encontra em suspensão. O detergente mais eficiente para o preparo prévio foi o 

PBS Tween 20 0,05%, resultado também encontrado por Gall-Reculé et al (2001), 

que usou esta estratégia no diagnóstico do vírus da doença hemorrágica de 

coelhos a partir de exudato de fígado, uma amostra também com bastante 

resíduos, porém de mais fácil lise. 
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O uso da preparação de anticorpos de captura composta pela combinação 

de soros anti-H2 e a fração imunoglobulina anti-H3 foi adotado apenas para a 

tentativa de ampliação de espectro de ação da captura de partículas virais, já que 

não houve diferença significativa da sensibilidade com a utilização de soros anti-

H2 ou anti-H3. Apesar de que a sensibilidade parece não estar diretamente ligada 

às diferenças na hemaglutinina e sim aos antígenos mais conservados 

constituídos pela proteína de nucleocapsídeo e pela glicoproteína de matriz, pois o 

soro com anticorpos produzidos a partir de AIV dos subtipos H2 e H3 foram 

capazes de capturar AIV H4, como demostrado nos resultados. A diferença no 

valor dos Cts não pode ser usada com segurança para discussão do aumento de 

sensibilidade para um ou outro subtipo pois, apesar dos AIV estarem na mesma 

diluição, possuem títulos virais distintos, o que inclusive parece influenciar mais 

nesta diferença do que a origem do anticorpo de captura. Além disso, para uma 

análise mais aprofundada deste aspecto poderia ser feita a utilização de 

anticorpos monoclonais que podem trazer um aumento de sensibilidade para um 

subtipo específico, estratégia já utilizada por  Nolasco et al (1993), em detecção 

de vírus fito-patogênicos. Um exemplo ainda mais aplicado de tais tipos de imuno-

reagentes, seria a utilização da Imunocaptura com um grupo de anticorpos 

monoclonais específicos para a detecção de subtipos de maior prevalência em 

aves migratórias, os AIV H2, H3 e H4 que serviriam para o monitoramento de aves 

migratórias, gerando uma base de dados valiosa para o estudo epidemiológico da 

influenza aviária e possibilitando inclusive seu isolamento para posterior 

seqüenciamento e análises filogenéticas. 

Os demais parâmetros de padronização da técnica que foram citados e 

cujos resultados não foram descritos não promoveram melhora significativa no 

método ou não tiveram variação.  

 Quanto à sensibilidade analítica, o limite de detecção para o RNA extraído 

de suspensões de LCA infectadas com o AIV foi dez vezes maior para as técnicas 

já padronizadas utilizando o Trizol ou o MagNA pure do que para as técnicas de 

imunocaptura e com base no kit Ambion. Essa mesma diferença foi observada no 

teste das amostras de suabes traqueais ou cloacais contaminados com o AIV, 
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exceto que houve a redução de uma diluição de razão 10, no limite de detecção 

para quaisquer das quatro técnicas de extração do RNA avaliadas nesse estudo.  

Nesse contexto, a da análise do LCA dos ovos SPF inoculados no isolamento 

viral, podem adiantar o diagnóstico, pois em caso positivo as amostras podem ser 

encaminhadas para a caracterização viral, destacando que o resultado somente 

será oficial após a realização de três passagens em ovos SPF embrionados 

(Manual OIE, 2004; MAPA, 2009).   

Os resultados obtidos pela amplificação do gene M do AIV através da RT-

PCR em tempo real mostrou que ambos os métodos apresentaram sensibilidade 

equivalente, e tiveram o mesmo limite de detecção mínimo (resultado positivo até 

a diluição 10-4 da suspensão do LCA contaminado com o AIV). Nesse contexto, 

deve-se considerar que um resultado bastante similar ao obtido neste trabalho, foi 

relatado no estudo de DAS et al (2009), no qual seis métodos de extração de RNA 

de AIV H5N1 foram comparados e o kit MagMAX teve um excelente resultado com 

amplificação do gene M em RT-PCR em tempo real até a diluição 10-4 de 

suspensão de AIV em LCA.  

Dentre as possíveis desvantagens dos métodos já padronizados para a 

extração de RNA viral a serem empregados na técnica de RT-PCR, destaca-se a 

necessidade de procedimentos envolvendo, ou o uso de solventes orgânicos 

como o fenol (método do Trizol), ou métodos caros como os representados pelos 

kits comerciais usando colunas de afinidade (por exemplo os kits: RNeasy Mini Kit 

e QIAamp Viral RNA Mini Kit, ambos produzidos pela QIAGEN®), ou então  

“beads” magnéticas com afinidade para os ácidos nucléicos (por exemplo o kit 

MagMAX – Ambion e o Magnapure - Roche). Na verdade, o que se constata é 

que, com o objetivo de contornar algumas dessas dificuldades e tornar o processo 

mais prático e rápido, estão disponíveis diversos kits comerciais para a extração 

de RNA de amostras biológicas sem a necessidade de concentrar ou purificar 

previamente os vírus porventura aí presentes, sendo que alguns deles inclusive 

foram aplicados de forma bem sucedida para o AIV (DENG et al, 2005; TEWARI et 

al, 2007; DAS et al, 2009). No entanto, a utilização desses kits é cara, 

especialmente quando for necessário o processamento de um maior número de 
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amostras e a aquisição por importação (NOLASCO et al, 1993; GALL RECULÉ, 

2001; KOGOVSEK et al, 2008).  

Assim, a utilização da metodologia de imunocaptura seria útil e eficaz para 

a detecção do AIV presente em determinados tipos de amostras como LCA e 

suabes traqueais e cloacais, obtidos de galinhas ou de aves silvestres e que 

contêm usualmente compostos orgânicos complexos e com potente atividade 

inibidora da PCR. Além disso, a técnica de IC-RT-PCR evita o uso de fenol ou de 

outros solventes orgânicos e atua na eliminação de substâncias inibitórias da PCR 

que, segundo SUAREZ et al (2007) podem estar presentes em amostras 

biológicas brutas, tendo ainda a vantagem de ser mais barata do que os demais 

procedimentos de extração de RNA (JANSEN et al, 1990; WETZEL et  al, 1992; 

GRAFF et al, 1993; NOLASCO et al, 1993; GALL RECULÉ et al., 2001; YU et al., 

2005). 

Ademais, a técnica de imunocaptura RT-PCR combina as vantagens do 

RT-PCR com métodos mediados por anticorpos, havendo na literatura diversos 

casos de sucesso de detecção pela técnica de RT-PCR de genes de RNA vírus 

através da utilização da técnica de imunocaptura, como por exemplo para o vírus 

da hepatite A descrito por JANSEN et al. (1990) e  por GRAFF et al. (1993), do 

enterovírus por pesquisa realizada por SHEN et al. (1997) e do vírus da Bronquite 

Infecciosa das aves por Montassier et al.,  (2006) e PIZA (2008).  Este método de 

IC-RT-PCR foi utilizado, pela primeira vez, por Jansen et al. (1990) tendo sido 

realizado originalmente em tubos de polipropileno. Entretanto, neste estudo, 

decidiu-se adaptá-lo, tal como fizeram GALL-RECULÉ et al. (2001) e KOGOVSEK 

et al. (2008) para microplacas de poliestireno, seguindo-se as recomendações de 

YU et al. (2005), a fim de simplificar os passos das lavagens da superfície sólida 

de captura desta reação. Estas modificações, principalmente o uso de microplacas 

com 96 cavidades, possibilitam maior rapidez e simplicidade para o 

processamento de um grande número de amostras.  

 Amostras de suabes traqueal e cloacal são indicados pela OIE para o 

diagnóstico laboratorial da infecção pelo AIV, especialmente em aves sem sinais 

clínicos de infecção ativa ou para análise em protocolos de vigilância ativa, em 
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adição às amostras de tecidos e/ou órgãos de aves suspeitas da infecção. Os 

suabes se constituem nas formas mais comumente utilizadas para detecção do 

AIV (MALIK et al., 2004; KARLSSON et al.,  2007; TEWARI et al.,  2007 e 

ALEXANDER,  2008), tanto para coletas de rotina destinadas à monitoria ativa, 

como passiva  da infecção pelo AIV. Dessa forma, é interessante destacar que a 

técnica de IC-RT-PCR e o protocolo utilizando extração de RNA por ‘beads’ 

magnéticas (AMBION) tiveram o mesmo limite de detecção em RT-PCR em tempo 

real tanto em suabes de cloaca como de traquéia, chegando a amplificar até as 

amostras com diluição 10-4, sendo que a primeira metodologia pode ser utilizada 

em condições mais simples de laboratório, não exigindo, por exemplo, o uso de 

centrifugação, bastando o laboratório contar com uma estrutura base para 

processamento da técnica de ELISA. Os protocolos utilizando isolamento de 

ácidos nucléicos com reagente orgânico (Trizol®) e com o método de extração 

automatizado (MagNA Pure®) detectaram uma diluição a mais (10-4) para as 

suabes de cloaca e traquéia, mas deve-se atentar que apesar do limite de 

detecção coincidir com o obtido com a extração com Trizol, o valor do Ct foi acima 

de 36, valor considerado suspeito. Esse valor de Ct considerado suspeito, com a 

extração com o MagNa Pure, aparece tanto para suabe cloacal quanto para 

traqueal. Esta diferença sugere que o tipo de amostra, com característica alta 

prevalência de contaminantes e outros ácidos nucléicos em geral e a utilização de 

um kit para extração de ácidos nucléicos totais, usado como padrão pelo órgão 

oficial do MAPA (Lanagro/SP) possui uma influência significativa sobre esta 

técnica. 

Ainda ao se considerar os diferentes métodos disponíveis para a extração 

de RNA  do AIV pode-se destacar algumas vantagens e desvantagens para cada 

uma delas. Dentre as vantagens podem ser destacado que os métodos que 

utilizam microplacas, devido a facilidade de manipulação de um maior número de 

amostras por vez, como é o caso da Imunocaptura e do kit da Ambion, permitem o 

processamento de até 96 amostras em uma única corrida de processamento. A 

habilidade necessária para o processamento das técnicas varia bastante de uma 

para outra. Enquanto que para a realização da Imunocaptura e do kit da Ambion é 
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necessário apenas um treinamento básico para pipetagem, que se consitui em 

uma etapa crítica do processo e essencial para a obtenção de bons resultados, 

para a extração de RNA com Trizol, é necessário um pouco mais de habilidade do 

operador e atenção à todas etapas, com destaque para a transferência da fase 

aquosa na separação da orgânica e ao secar o pellet, onde o RNA já está 

precipitado e em geral não é facilmente visível a olho nu. Por outro lado, a 

extração com o kit MagNa pure requer apenas a colocação das amostras e dos 

reagentes no equipamento automatizado e uma programação bastante simples do 

software, deixando o operador livre para outras atividades dentro do laboratório 

enquanto o equipamento sozinho realiza a extração, o que não ocorre nos outros 

métodos. A presença de um técnico especializado para a extração com Trizol é 

obrigatória, devido às várias manipulações necessárias e a quantidade limite para 

processamento é limitada de acordo com a capacidade de tubos da centrífuga, 

além do risco de contaminação cruzada e da utilização de reagentes tóxicos (trizol 

e clorofórmio). O kit Ambion e a Imunocaptura são métodos relativamente rápidos. 

O kit Ambion tem tempos de incubação rápidos não passando de 5 minutos e 

podendo ser realizada uma corrida em cerca de 40 minutos, por trabalhar com 

microplacas o rico de contaminação cruzada diminui e o resultado é bastante 

satisfatório. A Imunocaptura, apesar de ter etapas “overnight”, podem ser 

previamente preparadas, fazendo com que o tempo em que o operador deve estar 

presente, durante, as etapas subseqüentes não seja muito grande, o que permite 

a realização de outras atividades no laboratório. A contaminação cruzada entre as 

amostras também é baixa no método de IC, em razão do uso de microplaca e, em 

adição a isso tudo, o custo é o mais baixo dentre todos os métodos de extração 

empregados nesse estudo, principalmente se o laboratório tiver auto-suficiência 

para a produção do antissoro. A extração com Trizol também é relativamente 

barata, já que utiliza reagentes bastante comuns de laboratório. Alguns aspectos 

relacionados às vantagens e desvantagens dos métodos de extração de RNA com 

Trizol e imunocaptura são contrastantes quando comparados aos kits comerciais, 

isto é, o kit da Ambion por tratar-se de um produto importado e específico para 

detecção dos vírus de Influenza e Newcastle e no caso do kit MagNA Purê 
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(ROCHE), por que todos os insumos e reagentes são específicos e 

comercializados exclusivamente por uma empresa, que determina os altos preços 

do equipamento, dos insumos e do serviço de manutenção, essenciais para se 

alcançar e manter um elevado padrão de qualidade dos resultados finais obtidos. 

Em resumo, algumas vantagens mais evidentes da técnica de IC-RT-PCR, 

são a redução do número de passos, a minimização do risco de contaminação 

entre amostras, por evitar a manipulação de produtos tóxicos usados na extração 

de RNA viral, como no caso do uso de reagente caotrópicos, e de proporcionar 

uma maior rapidez na execução e na obtenção de resultados tal como haviam 

relatado Jansen et al. (1990). 

Pode-se inferir com base em todo o conjunto de resultados obtidos no 

presente estudo, que a técnica de IC-RT-PCR, aqui desenvolvida, foi tão eficiente 

na detecção de AIV presentes em amostras de LCA ou em amostras de suabes 

cloacal e traqueal infectadas experimentalmente, como a técnica de RT-PCR em 

tempo real. 

Diante disso, a IC-RT-PCR pode ser considerada um método sensível e 

específico que se revelou adequado para ser utilizado com vantagens 

significativas no diagnóstico direto do vírus da influenza aviária, mesmo por 

laboratórios dotados de uma infra-estrutura mais simples. 
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VII. CONCLUSÃO 

 

 

A técnica apresentada neste trabalho foi específica para a detecção do AIV 

nas técnicas de RT-PCR convencional e de RT-PCR em tempo real, não havendo 

amplificação quando testado frente a amostras contendo RNA vírus não 

relacionados ao AIV, como o vírus da doença de Newcastle, o vírus da Gumboro 

ou o vírus da bronquite infecciosa das aves. O método de imunocaptura associado 

com RT-PCR convencional ou com RT-PCR em tempo real obteve sensibilidade 

analítica equivalente a métodos de extração de ácidos nucléicos utilizados nos 

laboratórios de referência para diagnóstico de Influenza aviária. 

Embora mais pesquisas sejam necessárias para testar outros subtipos de 

AIV e outros tipos de amostras, como sangue e tecidos, bem como amostras de 

campo de frangos, galinhas de postura, reprodutores mantidos em criações 

avícolas comerciais e também em aves silvestres aquáticas, o procedimento 

descrito neste estudo revelou ser útil e eficiente para o diagnóstico laboratorial e 

para a realização de estudos epidemiológicos, por ser um método relativamente 

rápido e muito fácil de executar e que permite uma detecção eficiente, sensível e 

específica da AIV por RT-PCR, mesmo em amostras ricas em substâncias 

inibidoras da PCR, como é o caso de amostras de suabe cloacal.  

Finalizando, essa nova metodologia ora desenvolvida pode proporcionar 

ganho de tempo, redução no risco de contaminação entre amostras e pode 

contribuir significantemente com os estudos de epidemiologia molecular do AIV. 
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VIII. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 

A técnica de IC-RT-PCR é eficiente para ser usada no diagnóstico direto do 

AIV. 

A sensibilidade e especificidade analítica da técnica IC-RT-PCR para a 

detecção do AIV foi idêntica ao do método de RT-PCR utilizando o método de 

extração AMBION e similar a que foi encontrada pelos métodos de extração com 

TRIZOL ou com o kit MagNA Pure. 

A técnica de IC permite a obtenção de RNA molde que pode ser 

processado e amplificado pela RT-PCR, podendo então substituir o método 

convencional de extração de RNA viral. 
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