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DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DO ELISA INDIRETO COM A
NUCLEOPROTEINA RECOMBINANTE (NPR) DO VIRUS DA DOENCA DE
NEWCASTLE

RESUMO - O virus da doenca de Newcastle (VDN) provoca uma das doencas
infecciosas mais importantes para as aves domésticas, devido aos elevados impactos
negativos para a saude aviaria e a interposicao de barreiras comerciais para a industria
avicola. Isso requer a constante evolugdo de técnicas cada vez mais eficazes de
diagndstico para esse virus. Neste contexto, a nucleoproteina (NP) de VDN é um dos
componentes antigénicos ideais para uso no imunodiagndstico, porque € mais
conservada e tem uma elevada imunogenicidade, de modo que NP pode melhorar o
desempenho de sorodiagnéstico do VDN. Assim, este estudo teve como objetivo
determinar os perfis de producéo de anticorpos (Acs) anti-VDN dos is6tipos IgA, IgM e
IgG, usando NP recombinante (NPr) do VDN como um antigeno alvo. Amostras de soro
e de lagrima foram colhidas de plantéis comerciais de aves de postura e também de
aves SPF infectadas experimentalmente com a estirpe vacinal LaSota do VDN. O
método de ELISA indireto, usando a NPr do VDN como antigeno de revestimento, foi
padronizado e utilizado de forma bem sucedida para a detec¢céo de Acs de galinha anti-
VDN dos isotipos IgG e IgM em amostras de soro, e de ambos 0s isotipos mais IgA
para amostras de secrecédo lacrimal. Ainda, este método de ELISA com NPr foi capaz
de diferenciar amostras positivas das negativas para o VDN de soro e de lagrima, e nas
aves submetidas a infeccdo experimental com a estirpe vacinal LaSota, a
soroconversao foi detectada mais precocemente para os anticorpos do isétipo IgA
(lagrima) e IgM (lagrima e soro), que alcancaram uma concentracdo maxima no sétimo
dia ap6s a infeccdo (pi), enquanto que os niveis de anticorpos IgG anti-VDN
comecaram a ser detectados mais tardiamente e atingiram um pico aos 14 dias pi.
Além disso, a aplicacdo do ELISA em amostras de soro e de lagrima colhidas a partir
de plantéis comerciais de galinhas de postura, para deteccdo de dois (IgG e IgM para
as amostras de soro) ou trés isotipos (IgA, IgM e IgG para as amostras de lagrima) de
Acs anti-VDN, resultou em frequéncias de deteccdo mais altas do que quando cada
is6tipo de Acs foi detectado individualmente. Ao comparar os resultados de amostras
de soro para ELISAI-NPr/ IgM / IgG com os obtidos no método padrao-ouro de inibicdo
da hemaglutinacdo (HI), os coeficientes de correlacdo entre estes métodos foram de
r=0,491 (IgM-ELISAI-NPr) e r=0,760 (ELISAI-NPr/lgG), bem como foram obtidos
elevados valores de sensibilidade (98,8% / 97,4%), especificidade (97,6% / 95,5%) e
acuracia (98,5% [/ 95,5%) para IgM/IgG-ELISAI-NPr. Em conclusdo, o bom
desempenho do ELISAI-NPr/ IgA / 1gM / 1gG utilizado para a deteccdo de Acs anti-VDN
observados neste estudo, tanto para as amostras de soro ou de lagrima, caracteriza o
potencial de aplicacdo dessa metodologia para o diagnostico sorolégico do VDN e para
monitorar as respostas imunes humorais contra este virus.

Palavras-chave: anticorpos, isotipos, lagrima, soro, sorodiagnéstico, paramixovirus
aviario
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DEVELOPMENT AND APPLICATION OF INDIRECT ELISA WITH RECOMBINANT
NUCLEOPROTEIN (RNP) OF NEWCASTLE DISEASE VIRUS

ABSTRACT - Newcastle disease virus (NDV) causes one of the most important
infectious diseases for chickens, due to the high negative impacts for health and the
demands of trade barriers to poultry industry. This requires the constant development of
increasingly more effective diagnostic techniques. In this context, the nucleoprotein
(NP) of VDN is one of the ideal antigenic components for immunodiagnostics, because
it is more conserved and has a high immunogenicity, so that NP may improve the
performance of serodiagnosis of NDV. Thus, this study aimed to determine the
production profiles of anti-NDV antibodies of IgA, IgM and IgG isotypes, using
recombinant NP (rNP) of VDN as a target antigen. Serum and tear samples were
collected from commercial poultry flocks, and from SPF birds experimentally infected
with the LaSota vaccine strain of NDV. The indirect ELISA method using the NPr VDN
as coating antigen was standardized and used for the detection of anti-NDV chicken
antibody isotypes IgG, IgM in serum samples and antibodies of both isotypes added of
IgA isotype for lacrimal secretion samples. This ELISA method with NPr was effectively
able to differentiate NDV-positive and NDV-negative serum and tear samples, and in
the birds subjected to a experimental infection with vaccine strain, the seroconversion
was detected earlier for the antibodies of the IgA (tear) and IgM (tear and serum)
isotypes, which have reached maximum concentration on the 7th day post-infection (pi),
while the IgG anti-NDV antibody levels began to be detected later and peaked at 14
days pi. Moreover, the application of ELISA in serum and lachrymal samples collected
from commercial layer chickens,with the detection of two (IgG and IgM for serum
samples) or three isotypes (IgG, IgM and IgA for lachrymal samples) of anti-NDV
antibodies, resulted in the highest detection frequencies than each antibody isotype was
individually detected. By comparing the results of serum samples for ELISAI-rNP/ IgM /
IgG with those obtained in the gold-standard method of hemagglutination inhibition (HI),
the correlation coefficients between these methods were of r=0.491 (ELISAIi-rNP/IgM)
and r=0.760 (ELISAI-rNP/IgG), as well as high values of sensitivity (98.8% / 97.4%),
specificity (97.6% / 95.5%), and accuracy (98.5% / 95.5%) were obtained for IgM / 1gG -
ELISAI-NPr. In conclusion, the good performance of ELISAI-rNP/ IgA / IgM / 1gG used
for the detection of anti-NDV antibodies recorded in this study, either for serum or to
lachrymal samples, characterizes the potential application of this methodology for the
serodiagnosis of VDN and for monitoring the humoral immune responses against this
virus.

Keywords: antibodies, avian paramyxovirus, isotypes, serodiagnosis, serum, tear



1. INTRODUCAO

A aplicacdo de meios rapidos para diagnosticar a doenca Newcastle (DN) é de
grande importancia, ainda mais aliada a técnicas que determinam o estado imune pos-
vacinacgao, a fim de se conseguir um controle efetivo da DN em aves comerciais. Assim,
0s ensaios imunoenzimaticos em fase sdlida (ELISA) constituem-se em indicadores
acurados dos niveis de anticorpos (Acs), facilitando o monitoramento da resposta imune
humoral nos compartimentos sistémico e local de aves infectadas ou vacinadas.

Atualmente, preparacdes antigénicas purificadas do VDN s&o usadas nos kits
comerciais de ELISA para a deteccdo e mensuracdo de Acs. Os processos de
purificagdo sao complexos, demorados, onerosos e com baixo rendimento, uma vez
que o virus é propagado em larga escala em inimeros ovos embrionados livres de
patdgenos especificos ("Specific Pathogen Free" - SPF).

Nas infec¢cdes naturais ou artificiais, a nucleoproteina (NP) do VDN tem
demonstrado ser imunogénica, induzindo elevadas respostas de Acs em coelhos,
camundongos e galinhas. Devido a sua abundancia e alta imunogenicidade, a NP do
VDN ¢é frequentemente usada para monitorar os programas de vacinacdo, bem como
testes de sorodiagndstico para distinguir animais vacinados daqueles infectados, devido
a existéncia de vacinas com delecdo génica.

De fato, as proteinas hemaglutinina-neuraminidase (HN) e NP do VDN ja foram
obtidas de diferentes sistemas de clonagem e expressao e utilizadas no método indireto
de ELISA para mensuracdo de Acs. No entanto, até o momento, nenhum trabalho
utilizando antigeno recombinante foi direcionado para a detec¢do/mensuracdo dos
isétipos IgA, IgM e IgG de Acs anti-VDN especificos de galinhas.

Assim sendo, e ja tendo-se disponivel uma preparacdo da NP recombinante
(NPr) do VDN, foi conduzido o presente estudo com o proposito de mensurar Acs anti-
VDN de cada isétipo IgA, IgM e IgG - em aves de granjas de postura comercial, além de
aves infectadas experimentalmente com estirpe vacinal atenuada LaSota do VDN, para
avaliar a cinética de producéo desses isOtipos de Acs, objetivando, dessa forma, avaliar

as respostas imunes humorais nos compartimentos sistémico e local dessas aves.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca de Newcastle — etiologia e aspectos estruturais

A doenca de Newcastle (DN), também conhecida internacionalmente como
“Newcastle disease”, € um dos principais problemas sanitéarios da avicultura mundial. E
uma doenca viral de distribuicdo cosmopolita, com areas onde € endémica ou areas e
paises classificados como livres da doenca. Dessa forma a DN faz parte das
enfermidades emergenciais listadas no Codigo Zoosanitario Internacional da
“Organizacao Mundial de Saude Animal - OIE”. Os problemas causados pela DN néo
sdo apenas devido as altas taxas de mortalidade e morbidade, mas também por causa
dos impactos econdmicos que surgem. Em &reas e paises onde os surtos foram
confirmados € obrigatoria a notificacdo aos oOrgdos oficiais competentes, os quais
acabam impondo restricbes e embargos comerciais ao local (OIE, 2012; BRASIL,
2013).

O virus da doenca de Newcastle (VDN) pertence a ordem Monegavirales, familia
Paramyxoviridae, que € subdividida em duas subfamilias: a Pneumovirinae, composta
por um unico género (Pneumovirus), no qual estdo incluidos os pneumovirus aviarios;
e a subfamilia Paramyxovirinae, na qual estdo incluidos trés géneros, dentre eles o
Avulavirus, que inclui o virus da DN - Paramyxovirus Aviario Tipo 1 (APMV1 — “Avian
Paramyxovirus Type 1”). Sdo virus envelopados, pleomorficos, muitas vezes de forma
esférica com aspecto rugoso e se apresentam com um diametro entre 100 e 500
nandmetros. O genoma do VDN é composto por RNA de fita simples, ndo segmentado,
de polaridade negativa, contendo aproximadamente 15,2 Kilobases (Kb), equivalente
5x10° Daltons (Da). Os paramixovirus isolados a partir de espécies de aves foram
classificados por testes sorologicos e andlise filogenética em dez subtipos APMV-1 a
APMV-10 - e o VDN vem sendo classificado como APMV-1 (SAMSON, 1988;
ALEXANDER; SENNE, 2008a; ALEXANDER; SENNE, 2008b; MILLER et al., 2010).

Na realidade, para definir se um virus da DN é patogénico, também denominado

de estirpe virulenta, e, portanto, o que € capaz de causar surtos da DN, sdo seguidas as



normas internacionais da OIE, que define a metodologia e critérios para caracterizacao
do grau de patogenicidade dos isolados de campo. De acordo com a OIE, da qual o
Brasil é fiel seguidor, a DN é uma infec¢do causada por um Paramyxovirus aviario tipo 1
(PMV-1) que apresenta indice de Patogenicidade Intracerebral (IPIC) maior que 0,7 em
aves da espécie Gallus gallus, livres de agentes infecciosos especificos - SPF (“Specific
Pathogen Free”) de um dia de idade. Ou ainda, alternativamente ao IPIC, que
demonstre, por meio de sequenciamento de nucleotideos do genoma viral, uma
sequéncia codificadora de mdltiplos aminoacidos basicos na porgdo C-terminal da
proteina F2 do virus e um residuo de fenilalanina na posicéo 117, a qual esta na por¢ao
N-terminal da proteina F1. O termo “multiplos aminoacidos” significa a presenca de pelo
menos trés residuos de arginina ou lisina entre as posi¢cdes 113 e 116 da proteina F das
estirpes mais virulentas do VDN (ALEXANDER; SENNE, 2008a; OIE, 2012; BRASIL,
2013).

O genoma deste virus codifica seis proteinas (Figura 1), a proteina de
nucleocapsideo (NP); a fosfoproteina (P) e a grande proteina (L), que sdo associadas
ao nucleocapsideo; a proteina de matriz (M) e as glicoproteinas de superficie — a
proteina de fusao (F) e a glicoproteina hemaglutinina-neuraminidase (HN), responsavel
pela atividade da hemaglutinina e neuraminidase, sendo que estas ultimas formam os
dois tipos de projecdes na superficie da particula viral (YUSOFF; TAN, 2001; MAST;
DEMEESTERE, 2009).

As proteinas estruturais de envelope, como glicoproteina HN e a F, tém papéis
importantes na infeccdo do hospedeiro, pois conferem a fungéo de adeséo e fusdo da
particula viral a membrana celular do hospedeiro. A glicoproteina F é sintetizada em
uma forma precursora, a FO, e s6 tem capacidade de fusdo ap6s a clivagem em dois
polipeptidios, F1 e F2. Entretanto, além da clivagem de FO, ainda é fundamental a acao
da HN para que ocorra a fusdo (MERZ; SCHEID; CHOPPIN, 1981; LEEUW; PEETERS,
1999).
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Figura 1. Esquema do genoma e organizacdo das proteinas estruturais do VDN. Estéo
destacadas as seis proteinas: a proteina de nucleocapsideo (NP); a
fosfoproteina (P); a grande proteina polimerase (L); a proteina de matriz (M); a
glicoproteina hemaglutinina-neuraminidase (HN) e a glicoproteina de fus&o
(F). Disponivel em: http://viralzone.expasy.org/all by species/556.html.
Acesso em 23/12/2014.

A hemaglutinina tem a capacidade de aglutinar eritrocitos de aves, enquanto a
neuraminidase promove a separacao gradual dos virions associados aos eritrocitos que
estavam constituindo as porcdes aglutinadas (LEEUW; PEETERS, 1999). A proteina
HN desempenha papel importante na infeccdo da célula hospedeira pelo virus. Esta
proteina é responsavel pelo reconhecimento dos receptores que contém acido sialico
na superficie das células alvos, promovendo o mecanismo de fusdo mediado pela
proteina F, o qual possibilita a penetracao do virus, e também pela remocao do acido
sidlico das novas particulas virais, evitando que ocorra a auto-aglutinacdo do virus. A
demonstracdo dessa dependéncia confirmou a hipétese de que a viruléncia do VDN é
de multiplos genes (HUANG et al., 2004).



A proteina de nucleocapsideo ou também chamada de nucleoproteina (NP) é uma
das mais importantes proteinas estruturais do VDN. A NP mantém uma relagéo estreita
com o genoma viral durante a replicacdo do virus, por meio da sintese de
nucleocapsideo RNAse resistente e em acdo conjunta com as proteinas P e L,
proporcionando prote¢cdo aos novos virus sintetizados. Quanto a proteina M, a qual esta
presente em maior quantidade no interior do virus, tem como funcdo organizar a
morfogénese da estrutura da particula viral (KHO; TAN; YUSOFF, 2001).

O RNA gendmico de todos os virus de RNA fita negativa tem de servir a duas
funcdes: primeiro como substrato para a sintese de RNA mensageiros (mMRNA), e
segundo como substrato para a sintese da fita positiva antigenébmica para que haja a
replicacdo do genoma viral. Virus de RNA fita negativa codificam e carregam a propria
enzima RNA polimerase, poréem os mRNAs sO sdo sintetizados depois que 0s virus
infectam as suas células alvos (LAMB; LOLAKOFSKY, 1996).

A replicacdo do VDN ocorre no citoplasma da célula infectada (Figura 2). A
transcricdo ocorre por meio da atuacdo da enzima RNA polimerase, que produzird
moléculas com capacidade de atuar com o RNA mensageiro e utilizar mecanismos da
propria célula infectada para traducao das proteinas virais as quais serdo transportadas
até a membrana plasmatica da célula do hospedeiro, resultando, desse modo, na
liberagdo de novos virions (PEEPLES, 1988).
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Figura 2. Representacdo esquematica do ciclo de replicagdo dos Paramyxovirus.
Adaptado de Lamb e Parks (2007).

Ainda no que diz respeito a replicacdo do VDN, Domingo (2002) demonstrou que
devido a baixa fidelidade da enzima RNA polimerase, ha certamente a possibilidade de
formagdo de novos genomas e, consequentemente, de novas particulas virais,
relacionados, porém distintos, caracterizando o que se denomina quasispecies. O
conjunto de multiplos genomas gerados na condicdo de quasispecies esta relacionado
com a sobrevivéncia e a evolucdo dos RNA virus, caracterizada simultaneamente pela
ocorréncia de mutacdes no genoma e a capacidade de adaptacdo do virus as pressoes
seletivas, especialmente provenientes do sistema imune do hospedeiro, gerando assim
variacdo no genoma viral, por mutacdo espontanea, complementada por mecanismos
de fuga da resposta imune (PERALES et al., 2005; SNOECK et al., 2009).



2.2 Resisténcia e patogenia

O VDN é capaz de sobreviver no meio ambiente, agua e matéria organica,
dependendo das condi¢bes de temperatura e umidade, por um longo periodo de tempo
e quase indefinidamente em materiais congelados (ALEXANDER; SENNE, 2008a).

O APMV-1 possui envelope viral formado a partir do brotamento do virus da
membrana da célula infectada do hospedeiro. Esta importante caracteristica dos
paramixovirus aviarios acaba favorecendo a atuacdo de alguns fatores inativantes para
0s virus, tais como: aquecimento, oxidacdo, luz solar, luz ultravioleta (UV), pH e
agentes quimicos. Esse microrganismo pode ser inativado a temperatura ambiente (TA)
com 0s seguintes agentes quimicos: hipoclorito de sodio ou hipoclorito de calcio 2-3%,
monopersulfato de potassio 2%, amodnia quaternaria 2%, hidroxido de sédio (soda
caustica) 2%, acido hidrocloridrico 2% e formaldeido (formalina) 5-10%. Temperaturas
altas e radiacdo solar facilitam a inativacdo do virus pelos compostos quimicos,
enquanto baixas temperaturas interrompem a sua inativacdo. Algumas estirpes séo
inativadas a 56°C em 5 minutos, porém outras estirpes podem levar até 6 horas para
serem eliminadas. Ja a 100°C sao inativados em poucos segundos. O cozimento da
carne a 80°C destréi o virus. Em penas e penugens de aves conservadas a 37°C, o
VDN permanece viavel por 87 dias e na casca de ovos persiste viavel por até 126 dias.
Em granjas, o VDN permanece ativo por até 235 dias e quando exposto a radiacao
solar direta é destruido de forma rapida. Em orgéos de aves infectadas e conservados a
37°C, o virus pode permanecer ativo por até 125 dias (PAULILLO; DORETTO JUNIOR,
2009; OIE, 2012; BRASIL, 2013).

As infeccbes pelo VDN entre aves domeésticas ou confinadas tém sido
associadas com uma variedade de sinais que vao desde uma doenca subclinica com
problemas respiratorios leves e diminuicdo da producdo de ovos até uma infecgéo
respiratoria aguda (tosse, espirro e estertores pulmonares), frequentemente seguida por
manifestacdes neuroldgicas, diarréia e edema da cabeca (ALDOUS; ALEXANDER,

2001). Mortalidades causadas por estirpes patogénicas podem rapidamente exceder



90% em galinhas e perus, porém em aves silvestres como perdiz, codorna, avestruz e
psitacideos, e em aves domésticas como patos, marrecos e gansos, a infec¢cdo pode
ndo apresentar nenhum sinal clinico e nem alteracdo patolégica (ALEXANDER;
SENNE, 2008a).

Uma das caracteristicas mais importantes das diversas estirpes do VDN tem sido
a grande variacdo da patogenicidade para aves. As estirpes do VDN foram agrupadas
em cinco patotipos a partir da viruléncia e manifestacao clinica da doenca observada
em aves infectadas - velogénico viscerotropico, velogénico neurotrépico, mesogénico,
lentogénico ou vacinal e entérico assintomatico (BEARD; HANSON, 1984; OIE, 2012).

Assim, estirpes lentogénicas ou vacinais sdo de baixa viruléncia e causam
infecgbes respiratdrias ou entéricas brandas; as entéricas assintomaticas consistem de
estirpes que causam infeccdo entérica subclinica, enquanto que estirpes de viruléncia
intermediaria causam primariamente problemas respiratorios e, ocasionalmente, sinais
clinicos neurolégicos, mas com baixa mortalidade, sendo classificadas como
mesogénicas. As estirpes virulentas, por sua vez, provocam alta mortalidade e séo
classificadas como velogénicas, sendo ainda divididas em neurotropicas e
viscerotropicas, com base nas manifestacdes clinicas e patologicas que induzem nas
aves acometidas (ALEXANDER; SENNE, 2008a; OIE, 2012).

A classificacdo desses patétipos raramente € observada no campo, uma vez que
essas descricdes referem-se a observacdes feitas em aves SPF inoculadas com os
respectivos patotipos ao nivel de infeccdo experimental. Ainda no campo, pode-se
observar que sinais clinicos em aves infectadas com estirpes lentogénicas podem ser
confundidos com infecgbes por outros microrganismos causadores de problemas
intestinas e/ou respiratérios (ALEXANDER, 2009).

Na verdade, foi relatado que os sinais clinicos em aves infectadas com o VDN
variam amplamente e sdo dependentes de fatores, tais como patotipo viral, espécie
hospedeira, idade das aves, infec¢des intercorrentes com outros microrganismos,
estresse ambiental e competéncia imune do hospedeiro (BACK, 2004). Em algumas
circunstancias, infecgcbes com virus extremamente virulento em frangos podem levar

uma morbidade préxima a 100% e resultar em alta mortalidade, de até 90%, em aves



sensiveis (BEARD, 2008). Ainda que os sinais clinicos de modo geral, ndo sejam
considerados patognoménicos da DN, os sinais nervosos e/ou entéricos podem estar
associados a estirpes velogénicas (BEARD; HANSON, 1984).

Caso a DN néo seja endémica em uma determinada area ou pais, 0s sinais
clinicos e as les6es podem ser empregados no diagnostico da doenca (ALEXANDER,;
BELL; ALDERS, 2004). Os sinais clinicos tipicos s&o: estado de prostracdo e
depressdo com penas ericadas, diarréia branco-esverdeada, opistotono, torcicolo,
paralisia dos membros pélvicos e/ou toracicos ou outros sinais neurologicos. Outras
caracteristicas tipicas da DN incluem rapida propagacdo, morte em periodo de dois a
trés dias, mortalidade superior a 50%, e um periodo de incubacao de dois a cinco dias,
ou, em ocasides raras, de dois a 15 dias. A necropsia, os achados mais comuns S&o
muco na traquéia, hemorragias no proventriculo e intestino (BEARD; HANSON, 1984;
NISHIZAWA et al., 2007).

Deve-se destacar que a maioria dos sinais clinicos descritos para a doenca de
Newcastle sdo muito parecidos ou idénticos a outras enfermidades infecciosas, como
bronquite infecciosa, laringotraqueite, coriza infecciosa, doencga cronica respiratoria,
dentre outras que causam problemas intestinais e respiratérios, indistinguiveis da
doenca de Newcastle. Portanto, sinais clinicos isolados ndo apresentam uma base
confidvel para o diagndstico definitivo da DN (JORGE et al., 2002; ALEXANDER, 2009).

A infeccdo de algumas espécies de aves silvestres com estirpes mais virulentas
do VDN pode ndo mostrar qualquer sinal clinico, porém essas aves podem difundir o
VDN para outras aves susceptiveis (SICK, 2001).

O periodo de incubacéo do VDN pode ser de até 15 dias pos infeccdo, entretanto
a média é de cinco dias. Em galinhas susceptiveis, o surto pode ser extremamente
severo e, nesse caso, 100% das aves afetadas podem morrer em até 72 horas sem
apresentar qualquer sinal clinico. Psitacideos podem desenvolver uma infeccéo crbnica
renal com potencial de eliminagcdo do agente por longo periodo (SICK, 2001,
ALEXANDER, 2009).

O aparecimento da doenca em uma criacdo, geralmente, ocorre apos cinco dias,

em média, a partir da entrada do virus na propriedade. A mortalidade entre pintos vai de
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10% a 50% nos casos cronicos e a quase 100% nos casos de infec¢cdo com estirpes de
alta viruléncia (MALAVAZZI, 1999).

2.3 Epidemiologia da doenca de Newcastle

O VDN possui a capacidade de se difundir mundialmente por meio de aves
susceptiveis, seres humanos, equipamentos, ar, racdo e até por espécies nao aviarias,
entre as quais, pequenos roedores, insetos e artropodes, que transitam entre as aves
infectadas e as néo infectadas susceptiveis (LANCASTER, 1964; ALEXANDER, 1991,
ALEXANDER et al., 1997; ALEXANDER; SENNE, 2008a;). Durante o curso da infeccéo
por uma estirpe velogénica do VDN, a maioria das aves excreta grandes quantidades
de virus nas fezes, que se constituem no principal meio de disseminacdo do VDN entre
as aves (NISHIZAWA et al., 2007).

A histéria da DN é marcada por trés panzootias. A primeira iniciou com
emergéncia da DN em 1926 e estendeu-se até por volta de 1950, atingindo regides ou
paises como a Inglaterra, primeiramente, depois notificada em outros paises europeus;
Oriente Médio; Asia; Africa e América (PAULILLO; DORETTO JUNIOR, 2009). No final
do ano de 1960, a segunda panzootia da DN atingiu varios paises no Oriente Médio,
provavelmente devido ao intenso comércio de espécies de psitacideos oriundos
principalmente das Ameéricas do Sul e Central e do Sudeste Asiatico, transportados por
avioes; sendo consideravelmente mais forte do que a primeira, atingindo todos os
continentes e muitos paises, até o ano de 1973 (ALEXANDER, 1988; PAULILLO;
DORETTO JUNIOR, 2009). Uma terceira panzootia emergiu inicialmente do Oriente
Médio, em 1970, onde a principal forma de difusdo deu-se por meio da exposicao,
competicdo e comercializacdo de pombos, e a sua presenca foi confirmada em mais de
vinte paises, incluindo aqueles da Europa, Canada, EUA, Hong Kong e Suddo. Em
alguns paises, a doenca acometeu outras aves silvestres e aves de criacao industrial,
sob a forma neurotrépica da doenca (McNULTY et al., 1988; PAULILLO; DORETTO
JUNIOR, 2009). Na Inglaterra, em 1984, um isolado viral de pombos foi responsavel

por 20 surtos da doenca em frangos de corte, como resultado da ingestdo de racéo
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contaminada com fezes dessas aves infectadas com VDN; o mesmo também ocorreu
com um lote de faisbes (ALEXANDER; PARSONS; MARSHALL, 1984; ALEXANDER,
1988).

A DN infecta com maior frequéncia galinhas (Gallus gallus) e perus (Meleagris
gallopavo), principalmente nos meses mais frios do ano. A susceptibilidade diminui na
proporcdo em que as aves ficam mais velhas. Os palmipedes — pato e ganso (Anas
platyrinchus e Anser sp) (FRANZO et al., 2004) e os pombos domésticos (Columba
livia) sdo susceptiveis ao VDN. Além das espécies ja citadas, o VDN pode infectar
outras aves, como cisnes (Cygnus olor), pardais (Passer domesticus), perdizes
(Rhynchotus rufescens), codornas (Coturnix coturnix japonica), corvos (Corvus corax),
pomba-rola (Streptopelia turtur), corujas (Tyto alba), mergulhdes (Mergus
octosetaceus), faisbes (Crossoptilon mantchuricum), avestruzes (Struthio camelus),
entre outras (PAULILLO et al., 1999; LIMA et al.,2004b; NISHIZAWA et al.,2007,;
PAULILLO; DORETTO JUNIOR, 2009).

Lima (2005) demonstrou experimentalmente que as galinhas d’angola (Numida
meleagris galeata) ndo manifestaram sinais clinicos quando desafiadas com uma
amostra patogénica do VDN. Contudo, essas aves se infectaram e permaneceram no
estado de portadoras decorridos 30 dias do desafio experimental com o VDN.

A DN infecta aproximadamente 250 espécies de aves domeésticas e silvestres,
compreendendo 27 das 50 ordens existentes da classe Avis, (KALETA; BALDAUF,
1988). Sdo também infectadas varias espécies de répteis, principalmente serpentes,
mamiferos como caninos e felinos (WHITE; JORDAN, 1963; MALAVAZZI, 1999;
PAULILLO; DORETTO JUNIOR, 2009); seres humanos também s&o susceptiveis ao
VDN (BEARD; HANSON, 1984; HERNANDEZ et al., 1987; GOEBEL et al., 2007;
PAULILLO; DORETTO JUNIOR, 2009).

As infeccbes em seres humanos, descritas pela literatura, ndo foram fatais, e
normalmente, ndo debilitantes por mais de um ou dois dias (CHANG, 1981; SWAYNE;
KING, 2003). Os sinais clinicos mais frequentemente relatados e melhor caracterizados
em humanos foram problemas oculares, que consiste em: vermelhidao unilateral ou

bilateral, lacrimejamento excessivo, edema das palpebras, conjuntivite, hemorragia
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subconjuntival e cefaléia (BEARD; HANSON, 1984; HERNANDEZ et al., 1987). N&o ha
evidéncias cientificas da infeccdo de humano para humano. Goebel et al. (2007)
relatam um isolamento de APMV-1 de pombos em amostras de tecido pulmonar, urina
e fezes de um paciente imunocomprometido que morreu de pneumonia.

As aves silvestres sdo consideradas reservatorio natural de estirpes patogénicas
do VDN, com capacidade de causar a doenca, e podem estar envolvidas nos surtos que
ocorrem em aves domésticas (CAMENISCH; BANDLI; HOOP, 2008). A alta densidade
populacional e a localizagcdo de plantéis em areas de concentragdo de aves silvestres,
ou ainda, préximo a rotas de aves migratorias, e até mesmo o trafico de animais
silvestres, tém sido responsaveis pelo aumento significativo da DN (SEAL et al., 1998;
CLAVIJO et al., 2000; VERNOERD, 2000).

Em um estudo sobre a prevaléncia do VDN em frangos de corte no Brasil Orsi et
al. (2010) demonstraram a circulacao de estirpes nao virulentas do VDN - IPIC (0,51 -
0,66), em regides do pais onde ndo ha vacinagédo. A soropositividade e o isolamento do
virus nas areas onde ndo é feita a vacinacdo pode ser explicada pela presenca de
outras espécies de aves que se encontram ao redor de granjas e a possivel
proximidade entre criagdo de diferentes tipos de aves ou até mesmo por falhas no
manejo sanitario das propriedades (ORSI et al., 2010).

Ainda no Brasil, ha registros de deteccdo de anticorpos especificos e de
isolamento do VDN em aves silvestres nos Estados do Rio de Janeiro e de
Pernambuco, sendo que essas espécies de aves foram consideradas reservatorios
desse virus para as aves de criacao industrial (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2003; SILVA
et al., 2006). Além disso, em outro estudo no municipio de Galinhos, Estado do Rio
Grande do Norte, detectou a presenca de isolados do VDN de baixa patogenicidade a
partir de amostras de suabes de cloaca de aves migratorias (ARAUJO et al., 2004).

As principais vias de transmissdo do VDN em criacdo de aves domésticas ocorrem
por aerossois de aves infectadas diretamente ou indiretamente por meio do contato com
produtos contaminados por esses aerossois. Quanto a infecgdo de seres humanos pelo

VDN, a transmissao ocorre a partir do contato com aves infectadas ou por manipulacéo
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errada durante a vacinacdo das aves. No Brasil, ndo ha relatos de infeccao pelo VDN
em seres humanos (HERNANDEZ, 1987; BEARD; HANSON, 1984).

A transmissao do virus através dos ovos é excepcional, pois ocorre a mortalidade
embrionaria, e poucos sdo os embrides infectados que alcancam a eclosdo. Entretanto,
esses poucos pintos que saem dos incubatérios constituem um importante fator na
disseminacdo da DN. As vias naturais de infeccdo sdo essencialmente o aparelho
respiratorio e o tubo digestorio; contudo, as mucosas conjuntival e cloacal também
funcionam como vias de infeccdo. As vias de eliminacdo do virus sdo secrecdes
exsudativas do trato respiratorio e das fezes das aves infectadas (ALEXANDER,
2008a).

2.4 Medidas de controle e prevencdo para a Doenca de Newcastle

A vacinacao € o instrumento mais eficiente no controle e prevencéo da DN, ainda
mais quando aliada as medidas de biosseguridade que os aviarios devem seguir
(ALEXANDER, 2009). Usualmente, para aves de corte, recomenda-se uma vacinagao
na agua de beber aos 7 a 10 dias e duas revacinagdes aos 21 e 35 dias de idade. J& no
caso das galinhas poedeiras, além destas trés vacinac¢fes citadas, ha a necessidade de
gue as mesmas sejam revacinadas entre os 70 e/ou 90 dias, com vacina viva atenuada
ou ainda com vacinas inativadas, via subcutanea (PAULILLO et al., 1996).

No Brasil, até algum tempo atrds, os esforcos para a profilaxia da DN estavam
orientados para a imunizacdo ativa, mediante o emprego convencional de vacinas vivas
de carater lentogénico, sendo empregadas, sobretudo as estirpes B1 e LaSota. No
entanto, algumas estirpes vacinais nao sao indicadas para aves de um dia. Outras, n&o
sao apropriadas para serem administradas pela via de aspersao. Alternativamente, para
a primeira vacinacdo, as estirpes B1, Ulster ou VG-GA, que sdo mais atenuadas,
podem ser utilizadas. Por outro lado, a estirpe LaSota, por ser menos atenuada, deve
ser utilizada para a segunda vacinacéo (JORGE et al., 2002; NUNES et al., 2002).

No geral, o calendario vacinal deve ser regulamentado e planejado pelo plano

nacional de defesa sanitaria de cada pais. A avaliacdo de fatores como a presenca da
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imunidade passiva, estado imune, via de aplicacdo, estado nutricional, tamanho dos
lotes, presenca ou ndo de outros agentes patogénicos, condi¢cdes de instalagéo e clima,
histérico e custo da vacina é inevitavel para desenvolvimento do programa vacinal
(ALEXANDER, 2009; OIE, 2012).

Em areas onde ndo se utilizam programas de vacinacdo e/ou em areas onde a
DN esta erradicada, os testes soroldgicos podem ser utilizados como meio de
diagndstico e prevencdo. Porém, resultados positivos podem néo indicar a doenga, mas
sim, a presenca do VDN (THAYER; VILLEGAS; FLETCHER, 1987).

A reducao gradual da ocorréncia da enfermidade é devido a controles intensivos
na avicultura industrial, por meio de programas de vacinacdo eficientes e além dos
esforcos do governo federal, através do Plano Nacional de Sanidade Avicola (PNSA).
Entretanto, a DN continua endémica no Brasil, bem como no restante da América do
Sul (SEAL et al., 1998; CLAVIJO et al., 2000). A avaliacdo da resposta imune humoral &
considerada um dos fatores mais importantes para monitoramento de programas
vacinais para DN. Bretano et al. (2000) afirmaram que o levantamento sorologico é de
extrema importancia na avaliagdo das condi¢cdes sanitarias de plantéis avicolas,
definindo a eficacia dos calendarios de vacinacédo e situacao real da presenca do virus
no ambiente.

O Departamento de Saude Animal (DSA) do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) tem desenvolvido acdes para evitar o ingresso de doencas no
Brasil. A entrada de estirpes patogénicas do VDN pode ocorrer por meio de transito de
passageiros, importacdo de aves e material genético, produtos biolégicos, lixo de bordo
de avibes e navios, correspondéncia postal, além da transmissdo por aves migratérias.
O MAPA realiza vigilancia sanitaria sobre o material genético no ponto de ingresso
(portos, aeroportos e fronteiras), bem como controle de importacdo de aves destinadas
a reposicao genética e vigilancia ativa para Influenza Aviaria (IA) e DN, em aves
migratorias, plantéis avicolas comerciais e de subsisténcia (BRASIL, 2013).

Paises exportadores de produtos avicolas, incluindo o Brasil, estabelecem
monitoramentos constantes da DN, para avaliar a sua situacdo real, assim como para

tentar evitar a entrada da enfermidade no pais ou regido. Em muitos paises do mundo,
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a DN vem sendo controlada em areas comerciais por meio de emprego do calendario
vacinal, com vacinas aprovadas e com controle de qualidade. Em alguns Estados
brasileiros, como Santa Catarina, sdo vacinadas apenas as matrizes, para transferéncia
de imunidade maternal as crias. A queda completa do nivel de anticorpos, que ocorre
na idade de abate de frangos de corte, tem sido utilizada como uma forma de verificar
se h& a presenca VDN circulante no pais ou regido (BRASIL, 2013).

A vacinacdo e melhoria das condigcBes zootécnicas, para criadores de aves
caipiras, o isolamento sanitario das criacdes industriais das aves de vida livre e a
vigilancia soroldgica constante poderiam contribuir para reducdo do problema
(OLIVEIRA JUNIOR et al., 2005).

2.5 Diagnostico laboratorial

Os sinais clinicos e as lesbes causadas pela infeccdo do VDN ndo séo
patognomoénicos, portanto, somente técnicas laboratoriais podem confirmar o
diagnostico definitivo para a DN (ALEXANDER, 2008a; OIE 2012).

A DN se enquadra na lista de enfermidades emergenciais da OIE, sendo, portanto,
de notificacao obrigatéria. No Brasil, o laboratério de referéncia para diagnéstico da DN
€ o0 Laboratério Nacional Agropecuario (LANAGRO), que é uma unidade do MAPA
localizada no municipio de Campinas, Sdo Paulo. A confirmacdo deve ser feita pelo
isolamento e identificacdo do VDN e por testes de patogenicidade como: Iindice de
Patogenicidade Intracerebral (IPIC), indice de Patogenicidade Intravenosa (IPIV) e o
Tempo Médio de morte Embrionaria (TMME) (BRASIL, 2013). As reacdes sorologicas
positivas servem para fazer o imunodiagnéstico e ainda detectar casos subclinicos da
infeccdo pelo VDN (THAYER; VILLEGAS; FLETCHER , 1987; OIE, 2012).

O isolamento viral € realizado em ovos embrionados SPF com nove a 11 dias de
incubacdo, por meio da inoculacdo da amostra ou macerados de 6rgdos de aves na
cavidade corion-alantéide. O liquido corion-alantdide é colhido a partir de 48 horas ou
apos a morte dos embribes, sendo armazenado e depois analisado pelo teste de

hemaglutinacéo (HA). A confirmacgéo do isolamento viral é feita pelo teste de inibicdo da
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hemaglutinacdo (HI), que permite também o diagnadstico diferencial do virus da IA. Com
resultado positivo nesse teste, € também recomendado que se realize a técnica de
neutralizacdo viral e, em seguida, os testes de caracterizagdo de patogenicidade, pela
inoculacdo das amostras em pintos e/ou em ovos embrionados SPF (ALEXANDER,
2008a; OIE, 2012; BRASIL, 2013).

Outro meio de diagnostico € a deteccdo e identificacdo do VDN por testes
moleculares. Nesse sentido, muitos ensaios para a detec¢cdo do genoma do VDN tém
sido descritos como a hibridizacdo de acidos nucléicos e analise do acido ribonucléico
(RNA) gendmico viral, sendo empregados varios tipos de reacbes de transcriptase
reversa, seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), tais como a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) convencional e a PCR em tempo real, que podem ser
seguidas pelas analises como a de polimorfismo de fragmentos do DNA por enzimas
restricdo (RFLP) e o sequenciamento (KANT et al., 1997; GOHM; TRUR; HOFMANN,
2000; ALDOUS; ALEXANDER, 2001; PHAM et al., 2004; YUSOFF; TAN, 2001; PHAM
et al., 2005).

Os testes moleculares de diagnéstico tém-se destacado como alternativas
importantes em comparacdo a metodologia convencional de caracterizagdo viral,
oferecendo vantagens como menor tempo de execucao e custos menores (VIANNA et
al., 2000). No capitulo da DN, do manual da OIE, a partir de 2000, a técnica de PCR
passou a ser aceita e considerada padrdo para diagnostico da DN, por meio da
avaliacdo da sequéncia de nucleotideos codificadora da sequéncia de aminoacidos
presentes na regido de clivagem da proteina FO do VDN (CREELAN; GRAHAM,;
MCCULLOUGH, 2002).

O VDN pode ser utilizado como antigeno em uma grande variedade de testes
sorolégicos para detectar Acs contra o VDN, tais como: imunodifusédo radial, hemalise
radial, virus-neutralizacdo, inibicdo da hemaglutinacdo - HI (ALEXANDER e SENNE,
2008a; ALEXANDER e SENNE, 2008b; OIE, 2012) e 0s ensaios imunoenzimatico de
fase sélida - “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (ELISA) (RICHTZENHAIN, et al.,
1993; CZIFRA et. al.,, 1996; SOUSA et al., 1999; SILVA et al.,, 2009; OIE,2012
OLIVEIRA et al., 2013; SILVA et al., 2014;).
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O teste de HI € amplamente utilizado como prova padrédo na deteccdo de
anticorpos contra este virus em aves (SOUSA et al., 1999; OIE, 2012), sendo muito
utilizado no controle de diversos virus aviarios, incluindo APMV-1, para o qual se
revelou especifico (THATER; VILLEGAS; FLETCHER, 1986; ALEXANDER, 1991). No
entanto, o teste de HI tem valor limitado para detec¢do de anticorpos devido a sua baixa
sensibilidade e reatividade cruzada de subtipos (THAYER; VILLEGAS; FLETCHER,
1987; ROWE et al., 1999; PEIRIS et al., 2007; PRABAKARAM et al., 2009).

Além desses testes sorologicos, ha varios ensaios imunoenzimaticos,
principalmente com base no meétodo indireto, que foram desenvolvidos e aplicados no
diagnéstico laboratorial da DN, os quais tém sido muito usados no lugar do teste de HI.
O ELISA apresenta a vantagem de superar os demais ensaios sorolégicos, em virtude
do seu baixo limiar de deteccédo, associado a capacidade de oferecer resultados mais
objetivos, reprodutiveis e de possibilitar o processamento de um grande numero de
amostras de soro. Portanto, a classificacdo é mais rapida das amostras analisadas em
niveis de reacdo imunoenzimatica, possibilitando assim o acompanhamento do grau de
imunidade humoral local e sistémica de um grande niumero de aves vacinadas contra o
VDN, sendo de extrema importancia para 0 monitoramento e estudos de
soroprevaléncia da DN (SOUSA et al., 1999; YUSOFF; TAN, 2001; AL-GARIB et al.,
2003; CHIMENO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013; SILVA et al., 2014).

Ainda a respeito do ELISA, este é o teste sorologico mais utilizado na avicultura
para outros agentes etioldégicos por sua maior sensibilidade, especificidade, rapidez e
maior facilidade de padronizacdo (THAYER; VILLEGAS; FLETCHER, 1987).

Nesse sentido, verifica-se que ensaios de ELISA com base no método indireto tém
sido rotineiramente usados para a deteccao de anticorpos contra o0 VDN. No entanto,
nesse método, as microplacas de ELISA devem ser adsorvidas com 0s antigenos virais
purificados ou semi-purificados, 0s quais requerem a propagacdo desses agentes em
sistemas convencionais, tais como: ovos embrionados SPF ou em culturas celulares, e
em grandes volumes, adicionado, ainda, da necessidade de serem usados processos
bastante complexos de purificacdo do antigeno por técnicas de ultracentrifugacdo em
gradiente de sacarose (WILSON et al., 1984; RIVETZ et al., 1985; MIERS; SCHEID;
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CHOPPIN , 1983). Tudo isso, resulta em processos laboriosos e dispendiosos para a
preparacdo das placas de ELISA com o antigeno de forma apropriada.

As infeccdes agudas provocadas pelo VDN podem ser diagnosticadas por
métodos diretos como o isolamento viral, técnicas moleculares (RT-PCR), técnicas de
imunohistoquimica,  imunoperoxidase e  hibridizacdo in  situ  (BROWN,;
RESURRECCION; DICKSON, 1990) e também por métodos indiretos, tais como as
diferentes técnicas sorologicas que sédo usadas para deteccdo de anticorpos induzidos
pelo VDN. Geralmente, essas Ultimas técnicas buscam detectar a soroconverséo,
utilizando amostras pareadas de soros, colhidas com intervalos regulares de alguns
dias ou até semanas (OIE, 2012). Esse tipo de analise soroldgica de soros pareados é
mais cara e nao pratica porque ela requer mais tempo para ser finalizada. Uma
alternativa a esse procedimento é a deteccédo da resposta de Acs antivirais especificos
do isé6tipo IgM, os quais podem ser detectados quatro dias apos o hospedeiro
susceptivel entrar em contato com o virus (AL-GARIB et al., 2003 ). Foi relatado que a
resposta de IgM € mais precoce do que a de IgG e pouco duradoura apos o inicio da
infeccdo ou da vacinacdo, de forma que apenas uma amostra de soro poderia ser
suficiente para confirmar a ocorréncia de soroconversao induzida pelo estimulo viral
decorrente da infec¢ao ou da imunizagao.

Muitos trabalhos visam melhorar a sensibilidade e especificidade dos testes de
diagndstico para a DN. As técnicas de clonagem e expressdo de proteinas
recombinantes permitem caracterizar e produzir antigenos em larga escala, buscando o
desenvolvimento de testes de diagnéstico especificos e ainda possibilitando a produgéo
de vacinas. Uma alternativa para isso é a utilizacdo de proteinas recombinantes do
VDN, tais como proteinas NP ou HN (YUSOFF; TAN, 2001; OIE, 2012; SILVA et al.,
2014).

O conhecimento sobre a cinética e distribuicdo em respostas de is6tipos de Acs
no soro e em secregbes podem aumentar a nossa compreensao sobre as fases de
inducéo e efetora da respostas imunes humorais sistémica e local contra o VDN (AL-
GARIB et al., 2003). Além disso, essas andlises podem eventualmente fornecer

informacbes adicionais para o sorodiagnéstico ou para desenvolver e avaliar
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preparacdes vacinais contra esse virus, contribuindo com a otimizacdo da aplicacdo
dessas vacinas. Nesse sentido, verifica-se que muitas tentativas tém sido feitas para
mensurar 0s isotipos de Acs sistémicos e locais contra o VDN, utilizando varios testes
classicos, tais como: difusdo dupla em gel de &gar, imunoeletroforese,
radioimunoensaio e o ensaio de monocamada com imunoperoxidase (IPMA) utilizando
anticorpos monoclonais (mAb) especificos para cada is6tipo de Ac de galinha (AL-
GARIB et al., 2003). Além disso, varios pesquisadores descreveram diferentes métodos
de ELISAs convencionais para determinar a classe de isotipos dos Acs anti-VDN,
usando conjugados imunoenzimaticos constituidos por Acs policlonais de cabra para
cada isétipo de Ac de galinha, e como antigeno adsorvido a fase sélida, particulas
purificadas ou semi-purificadas do VDN (AL-GARIB et al., 2003).

2.6 Producéo de antigenos recombinantes

A expressdo de proteinas em ceélulas onde elas ndo ocorrem naturalmente é
denominada producdo de proteinas recombinantes heterdlogas. Existem diversos
sistemas heterélogos disponiveis como bactérias (Escherichia coli - E. coli), leveduras
(Sacharomyces cerevisiae, Pichia pastoris), bem como ceélulas eucarioticas de
mamiferos, aves e de insetos, transfectadas com vetores virais (WALSH, 1998). A
escolha de um desses processos biologicos para producgéo de proteinas recombinantes
€ determinada por uma variedade de fatores como as propriedades biologicas
intrinsecas da proteina desejada, da finalidade de sua obtencdo e da viabilidade
econbmica do método.

A expressdo de proteinas recombinantes através do sistema baculovirus —
células de insetos tém sido amplamente utilizada, sendo mais recomendada para ser
empregada na obtencdo de grandes quantidades de proteinas em células eucaridticas
(ERRINGTON; STEWARD; EMMERSON, 1995; MAKKAY; KRELL; NAGY, 1998). Esse
sistema se caracteriza também por oferecer diversas vantagens em relacdo a
expressao de proteinas em células procariotas. Um aspecto relevante, nesse caso, é

gue as proteinas expressas em células de inseto possuem atividade biologica e
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reatividade imunologica muito similares as proteinas expressas em células de
mamiferos ou aves, com a vantagem adicional de serem produzidas em quantidades
muito superiores e com custos significativamente menores. No entanto, este sistema
requer o cultivo ‘in vitro’ de células de inseto, sendo mais exposto a contaminagao
bacteriana e fangica e o sucesso pode depender de eventos sob os quais ndo se tem
muito controle como a transfeccéo e a recombinacgéo do vetor e do DNA do baculovirus
(HOCHULI; PIESECKI, 1992; ERRINGTON; STEWARD; EMMERSON, 1995; MAKKAY;
KRELL; NAGY, 1998).

Por outro lado, as bactérias E. coli, membros da familia Enterobacteriaceae, sédo
0s organismos hospedeiros mais utilizados na producdo de varias proteinas
recombinantes heterdlogas. Esses organismos procariontes oferecem um conjunto
relevante de vantagens em relacdo a outros sistemas de clonagem e expressao de
genes de interesse: entre as vantagens se destacam sua maior simplicidade de
manipulacdo, baixas exigéncias para meios de crescimento e a grande capacidade de
producdo desses microrganismos. Ainda, vale ressaltar que o processo de extracao e
purificacdo da proteina recombinante demonstra-se menos complexo aos demais
sistemas. Atualmente séo utilizadas comercialmente na producéo de diversas proteinas,
inclusive as de interesse terapéutico, tais como: insulina, hormdénio do crescimento
humano, entre outros, com altos niveis de expressao génica (WALSH, 1998; SILVA et
al., 2014).

E. coli possui, entretanto, algumas desvantagens como sistema recombinante,
particularmente a incapacidade de realizar modificagbes poés-traducionais como a
glicosilacéo, fazendo com que as proteinas recombinantes acumulem-se no citoplasma
ou formem agregados insolluveis (corpos de inclusédo), devido a sobrecarga dos
mecanismos celulares normais de processamento de proteinas, ocasionando a
formacéo de interacdes intermoleculares (WEICKERT et al., 1996).

Ainda nesse sentido, o vetor Champion™ pET SUMO “Protein Expression
System” (Invitrogen) permite a clonagem e expressédo da proteina de interesse em E.
coli, fusionada ao peptideo SUMO, que incrementa a expressdao da proteina

recombinante e aumenta a solubilidade dos seus produtos. Além disso, a estrutura
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terciaria do peptideo SUMO é reconhecida de forma especifica e clivada pela enzima
SUMO protease, permitindo sua remocdo e obtencdo da proteina recombinante na
forma nativa. Quando essa particula esta fusionada a por¢cao N-terminal da proteina de
interesse, na presenca da SUMO protease, ocorre a clivagem dessa particula,
resultando na liberacdo da proteina (SINGH et al., 2012; SILVA et al., 2014).

2.7 Aplicacdo de antigenos recombinantes no imunodiagnostico da doenca de

Newcastle

A NP do VDN é composta por 489 aminoacidos com peso molecular de 53 kDa, é
responsavel pela regulacdo da transcricao e replicacdo do genoma viral, por meio da
interacdo com a proteina P (MEBATSION et al., 2002; PHAM et al., 2004). A NP possui
regides que sdo altamente conservadas e bastante imunogénicas em todas as estirpes
do VDN, podendo ser empregada com vantagens relevantes no imunodiagnoéstico
desse virus (ERRINGTON; STEWARD; EMMERSON, 1995; MAKKAY; KRELL; NAGY,
1998; SILVA et al., 2014). Pham et al. (2005) fizeram uma comparacdo com 15 estirpes
do VDN, entre elas, vacinais, mesogénicas e velogénicas, e identificaram uma
homologia de 89,9% a 96,1% no gene NP. Ainda nesse trabalho, os autores
identificaram uma maior conservacdo da sequéncia de aminoacidos na porcdo N-
terminal em contraste com a por¢ao C-terminal.

Ademais, Panyasing et al. (2013) desenvolveram um ELISA indireto para deteccdo
de Acs dos isétipos IgA, IgM e IgG do virus da Influenza A em amostras de soro e
fluidos orais de suinos infectados experimentalmente. Os valores da mensuracdo de
Acs foram comparados com os isétipos IgA, IgM e IgG nos compartimentos de
imunidade sistémica e local, com resultados satisfatorios para IgM e IgG (PANYASING
et al., 2013).

Portanto, a proteina NP possui apanagios satisfatérios para ser usado com
vantagens como antigeno em ensaios imunoenzimaticos, como o ELISA, para serem
aplicados no imunodiagnéstico de aves infectadas e/ou vacinadas a campo com

diferentes estirpes do VDN.
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De fato, as proteinas HN e NP, do VDN, foram expressas em diferentes sistemas
com sucesso apos a clonagem em baculovirus ou E. coli e utilizados em métodos
indiretos de ELISA para mensurar os Acs anti-VDN (ERRINGTON; STEWARD;
EMMERSON, 1995; MAKKAY; KRELL; NAGY, 1998; KIM, et al., 2009; SILVA et al.,
2014). No entanto, nos estudos realizados até o momento, nenhum trabalho utilizando
proteinas recombinantes do VDN foi direcionado para a deteccdo/mensuracdo dos
isétipos IgA, IgM e IgG de Acs anti-VDN especificos. Além disso, a nucleoproteina
recombinante (NPr) do VDN tem alguns atributos positivos para aplicacdo, tais como
uma maior conservacdo da sequéncia de aminoacidos e elevada imunogenicidade,
como demonstrado por Silva et al. (2014), num estudo anterior.

Assim sendo e ja tendo-se disponivel uma preparacdo antigénica da NPr da
estirpe vacinal LaSota do VDN produzida em E. coli, foi conduzido o presente estudo,
visando a mensuracédo de anticorpos anti-VDN de cada um dos isétipos IgA, IgM e 1gG -
em aves oriundas de grupos vacinados com virus vivo vacinal, além de aves infectadas
experimentalmente com estirpe vacinal, para avaliar a cinética de producdo desses
is6tipos de anticorpos, avaliando-se assim a resposta imune humoral nos

compartimentos sistémico e local das aves.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e aplicar os testes de ELISAI-NPr-IgA / IgM / 1gG com a

nucleoproteina recombinante(NPr) do VDN na detec¢éo de anticorpos contra o virus da

doenca de Newcastle nos compartimentos sistémico e local de galinhas.

3.2 Objetivos especificos

1.

Preparar os diferentes reagentes basicos a serem utilizados nos testes de ELISAI-
NPr-IgA / IgM / IgG e otimizar suas condigbes de uso, por meio da inducdo da
expressao e purificacdo da NPr, caracterizar imunoquimicamente a NPr produzida;
preparar soros de aves de referéncia positivo e negativo para o VDN.

Aplicar o teste de ELISAI-NPr-IgA / IgM / 1gG para a deteccdo e mensuracado dos
niveis dos isotipos pesquisados de anticorpos contra 0 VDN em amostras de soro e de
lagrima de aves experimentalmente infectadas com o VDN e em aves de postura
comercial submetidas a vacinagdo contra esse mesmo virus.

Avaliar comparativamente os resultados da deteccdo de anticorpos anti-VDN dos
isétipos IgM e IgG em amostras de soro sanguineo, pelo método indireto de ELISA com
a NPr do VDN, com aqueles obtidos no teste de HI, para determinar os coeficientes de
correlacdo e o0s niveis de sensibilidade, especificidade, acuracia, concordancia, bem

como os valores preditivos positivo e negativo desse método de ELISA.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéao do antigeno recombinante (NPr-VDN)

A sequéncia completa do gene, da nucleoproteina (NP) (1470 pb) da estirpe La
Sota do VDN foi amplificada, por RT-PCR, num estudo anterior a este por Silva et al.
(2014) e submetida a clonagem no vetor de expressdo pETSUMO (Invitrogen, Carlsbad,
CA), em E. coli. A proteina NP do VDN foi expressa sob a forma de uma proteina
recombinante de fusdo contendo o peptideo SUMO e a sequéncia de poli-histidina
(SILVA et al., 2014).

4.2 Purificacao e caracterizagao da NPr-VDN

O procedimento utilizado na purificacdo da NPr do VDN foi o mesmo descrito
pelo fabricante da resina de afinidade niquel-agarose (GE Healthcare,
Buckinghamshire, United Kingdom). As concentra¢gdes de proteina foram determinadas
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) e as caracteristicas imunoquimicas
estabelecidas por meio das técnicas de SDS-PAGE e de Western blotting, como
recomendado por Towbin, Staehelin e Gordon (1979).

A concentracdo do VDN com polietileno-glicol (PEG) para uso nas técnicas de
SDS-PAGE e de “Western-Blotting” foi conforme a técnica descrita por LANCER e
HOWARD (1980) e a partir do LCA infectado colhido dos ovos SPF onde foi feita a

propagacao do virus.

4.3. Amostras de soro e de lagrima para aplicacdo no teste de ELISA indireto para

os isotipos de IgA, IgM e IgG

A idéia central foi que pudesse ser analisado um painel de amostras 0 mais
representativo possivel. Por isso, deveriam ser obtidas amostras de soro sanguineo e

de lagrima contendo desde os titulos de Acs mais elevados, aos moderados ou mais
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reduzidos e, ainda, os negativos, quanto a reatividade para o VDN. Desta forma, foram
colhidas amostras de soro de galinhas de postura comercial, submetidas a esquema
usual de vacinagdo para esse tipo de criacdo avicola, bem como de galinhas SPF
(como fornecedoras de amostras negativas para o VDN). Também foram obtidas
amostras de soro e de lagrima de aves de postura vacinadas experimentalmente com a
estirpe LaSota para a determinacdo da cinética da producdo de Acs anti-VDN

especificos dos isotipos IgA, IgM e IgG.

4.3.1 Amostras de soro e lagrima de galinhas de postura

Foram colhidas 250 amostras de sangue e de lagrima de galinhas de postura
(inhagem Lohmann Brown) de granjas da regido de Bastos-SP, as quais foram
distribuidas, conforme a idade, em cinco grupos (I, Il, Ill, IV e V). Todas as aves haviam
recebido quatro doses de vacina viva atenuada contra o VDN, da estirpe LaSota (via
ocular e aerossol), nas idades de 7 dias, 30 dias, 60 dias e 90 dias, além de reforcos
durante o periodo de producdo de ovos. Quando as colheitas de sangue e lagrima
foram realizadas, as aves estavam na 38° (grupo I), 49° (grupo Il), 60° (grupo llI), 86°
(grupo IV) ou 116° (grupo IV) semana de vida.

As amostras de lagrima foram coletadas de acordo com Lancellotti et al. (2014),
por meio da adicdo de 25 uL de glicerol na mucosa conjuntival da palpebra inferior de
cada olho das aves de postura comercial. Em seguida, com auxilio de um
micropipetador com ponteiras descartaveis era coletada a secrecao lacrimal. Eram
obtidos, aproximadamente, 200uL de volume final e armazenadas a -20 °C para
posterior andlise nos testes de ELISAI-NPr-IgA / IgM / 1IgG-LAGRIMA.

O protocolo obedeceu aos principios éticos de experimentacdo animal, adotado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacédo (COBEA), aprovado pela Comiss&o de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da FCAV-UNESP, conforme o protocolo n° 003171/13.
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4.3.2 Amostras de soro e de lagrima de aves de postura infectadas
experimentalmente com estirpe vacinal LaSota para a determinagao da cinética da

producdo de anticorpos anti-VDN especificos dos isétipos IgA, IgM e IgG

Vinte aves da linhagem Lohmann Brown foram distribuidas em dois grupos de 10
aves cada um e, em seguida, colocadas em dois isoladores com presséo positiva. O
primeiro grupo foi inoculado, aos 15 dias de idade, por via 6culo-nasal, com a estirpe
vacinal Lasota do VDN, ndo purificada, contendo 10%°/0,1 mL de doses embrionarias
infectantes 50% (EID 50). As aves do segundo grupo nao foram infectadas e
permaneceram como controle negativo. Sangue e lagrima foram colhidos nos intervalos
pés-infeccao de 0, 4, 7, 14 e 21 dias. Apds a dessora, as amostras de soro e de lagrima
foram armazenadas a -20°C até o momento de serem analisadas pelos testes de
ELISAI-NPr-IgM / IgG-SORO e ELISAI-NPr-IgA / IgM / 1IgG-LAGRIMA.

4.3.3 Amostras de soro e de lagrima negativos para o VDN

Amostras sanguineas e lacrimais de 20 aves da linhagem White Leghorn livres
de patdgenos especificos (SPF) foram usadas para a avaliacdo de parametros do teste
de ELISA, como sensibilidade, especificidade e ponto de corte dos testes de ELISAI-
NPr-IgM/IgG-SORO e ELISAI-NPr-IgA / IgM / IgG-LAGRIMA.

4.3.4 Preparo de soro de referéncia positivo contra o VDN

Antissoros contra a estirpe LaSota de referéncia do VDN foram preparados em
10 galinhas SPF adultas alojadas em isoladores de pressao positiva, seguindo-se o
método de Adair et al. (1989). As aves foram inoculadas pelas vias oral e nasal com
0,ImL de liquido corion-alantéide, contendo aproximadamente 256 Unidades
Hemaglutinantes (UHA) do VDN. Decorridas trés a quatro semanas, as aves receberam
uma dose adicional de refor¢o por via nasal e, apdés uma a duas semanas, foram feitas

as colheitas de sangue sem anticoagulante, para obtencdo do soro sanguineo, e
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secrecao lacrimal de cada uma das aves, os quais foram testados na técnica de HI
contra a estirpe homéloga do VDN. Aqueles com altos titulos de HI foram reunidos em

um “pool”, separados em pequenas aliquotas e depois armazenados a -20°C.

4.4 Método de ELISA indireto com NPr para a deteccdo de anticorpos anti-VDN
dos isotipos IgA, IgM e IgG (ELISAI-NPr-IgA / IgM / IgG)

Em linhas gerais, foi adotado o protocolo descrito por Silva et al.(2014) e
Gibertoni et al. (2005). Inicialmente, foi realizada uma titulagdo em bloco para cada um
dos isotipos, adsorvendo-se na placa de 96 pocos, quatro concentracdes diferentes da
NPr em pg/mL e testando seis diluigcbes seriadas de razao 2 dos soros e de lagrimas de
controles positivo e negativo para o VDN, como descrito no Quadro 1. Ao final,
determinou-se a concentracao ideal do antigeno para uso e também da diluicdo Unica

para os soros e lagrimas de galinhas, também denominados de detector.

Quadro 1. Descricéo dos diferentes parametros utilizados para titulacdo em bloco da
NPr do VDN e das amostras de soro e lagrima de referéncias positiva e
negativa.

Is6tipo/ Amostra

Concentracgdes diferentes
da NPr em pg/mL

DiluicBes seriadas de razéo
2 dos soros e lagrimas

IgG — Soro 0,5a4 1:50 a 1:1600

IgM — Soro 4a32 1:100 a 1:3200
IgA — Lagrima la8 1:25 a 1:800
lgG — Lagrima la8 1:25 a 1:800
IgM — L&grima la8 1:25 a 1:800

Em resumo, placas com 96 cavidades (Costar, Corning, NY) eram adsorvidas

com 50uL de uma solugdo com a NPr do VDN em concentracdo ideal para uso para
cada isétipo, preparada em tampdao carbonato/bicarbonato (0,05M, pH 9,6). As placas
eram incubadas a 4°C, durante 16 horas, depois lavadas trés vezes com PBS-Tween-
20 e bloqueadas, por 45 minutos, com 100uL por cavidade de tampéao de bloqueio (10%
de leite em p6 desnatado, tampéao carbonato/bicarbonato — 0,05M, pH 9,6). A seguir, as

placas eram lavadas com PBS Tween 20, por quatro vezes, e adicionados 50uL por
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cavidade das amostras de soro de galinha (anticorpo primario), diluidas no tampéao de
bloqueio na diluicdo final ideal para cada isétipo, procedendo-se, a incubacdo a
temperatura de 37°C por 1 hora. As placas eram entdo novamente lavadas com PBS-
Tween 20, por quatro vezes, adicionando-se depois 50uL dos Acs de coelhos
conjugados imunoenzimaticamente com peroxidase anti-imunoglobulinas de galinha
(Bethyl — Laboratories, USA), especificos para os isotipos IgA (1:800 - lagrima), IgM
(1:2000 soro e lagrima), ou IgG (1:10.000 soro e 1:1500 lagrima), os quais também
eram diluidos, cada um, no tampé&o de bloqueio. Incubaram-se as placas a 37°C por 2
horas e, ao final desta etapa, eram lavadas por quatro vezes, tal como descrito
anteriormente. Em seguida, adicionava-se, em volumes de 50ul/cavidade, da mistura
substrato-cromogeno (peroxido de hidrogénio - H,O, / Orto-fenileno-diamina OPD —
Dako, USA), preparada em agua deionizada, deixando-se a reac¢do se desenvolver por
15 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz; em seguida adicionando-se HCI
2M em volume de 50ul/cavidade para bloquear a atividade enzimatica da peroxidase.
As densidades opticas (DOs) obtidas eram mensuradas em leitor de placas de ELISA
(BIO-RAD — iMark™ Microplate Reader, Hercules, CA), no comprimento de onda de
490nm; as DOs obtidas eram transformadas em valores da relagdo amostra / positivo
(A/P), tal como descrito e recomendado por Silva et al. (2014) e Gibertoni et al.(2005).
Para cada amostra de soro teste a DO média das duplicatas (DOyst) foi expressa em
relacdo a DO meédia das duplicatas do soro de referéncia positivo (DOwsrp) € das
duplicatas de soro de referéncia negativo (DOwsgn) de acordo com a férmula:
A/P=(DOpst-DOwmsrn ) / ( DOmsre - DOwmsrN)-

Para comparar o desempenho dos ELISAI-NPr-IgM/ 1gG-SORO, foram realizados
testes de HI, conforme estabelece a OIE (2012), com as mesmas amostras séricas

utilizadas no ELISA indireto.
4.5 Teste de inibicdo da hemaglutinacéao (HI)

Em linhas gerais, foi adotado o protocolo descrito pela OIE (2012) para a
realizacao do teste de HI.
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Para tanto, inicialmente foram colhidos aproximadamente 5mL de sangue de
galinhas com anticoagulante (solucdo Alsever). Em seguida, a quantidade colhida
(hemécias + anticoagulante) era filtrada, utilizando-se funil e algodédo, lavada trés vezes
em PBS pH 7,2 e centrifugada a rotacdo de 4000rpm por 4 minutos. O sedimento
resultante era diluido a 0,5% em PBS pH 7,2 + 0,1% de albumina e, em seguida, era
feita a lise das hemacias utilizando-se 4,5mL de agua destilada e 0,5mL da suspenséao
anterior. A densidade optica desejada (DOgesejada= 0,30 a 0,33) era mensurada em
espectofotdbmetro, no comprimento de onda de 545nm.

Em segundo lugar, foi feita a titulagdo do virus (estirpe LaSota do VDN) pela
reacdo de hemaglutinacdo (HA), a qual era realizada em microplacas com fundo em
“U”. Em suma, nesse procedimento, eram adicionados 25uL por cavidade de diluente
(PBS pH 7,2 + 0,1% de albumina) e, em seguida, realizava-se a diluicdo seriada da
suspenséo viral (VDN) na razdo 2. A seguir, foi adicionada a suspensao de hemacias
em todas as cavidades, no volume de 25uL/cavidade, e apos 30-40 minutos procedia-
se a leitura do titulo da HA, expresso como a reciproca da maior diluicdo do VDN onde
se verificou o fendmeno da hemaglutinacéo por completo.

Uma vez determinado o titulo hemaglutinante do virus, a etapa seguinte era
submeter as amostras de soro ao teste de HI. Para tanto, eram colocados 25uL de PBS
pH 7,2 + 0,1% de albumina em todas as cavidades e, na sequéncia, adicionado 0 soro
de aves utilizando-se diluicdo seriada de razdo 2. Em seguida, adicionaram-se 4 UHA
do antigeno viral padronizado, com incubacao por 30 minutos, a temperatura ambiente.
Terminada esta etapa, a suspensao de hemacias de galinhas era adicionada as
cavidades como sistema revelador da reacéao de HI, incubando-se por mais 30 minutos,
a temperatura ambiente. O titulo era definido como o inverso da maior diluicdo de soro
capaz de inibir completamente a atividade hemaglutinante viral. O ponto de corte
utilizado para o teste de Hl foi de 8 (2%), de acordo com o preconizado pela OIE (2012).
Nesse sentido, titulos maiores do que este valor eram considerados positivos, enquanto

que titulos menores, julgados como negativos.
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4.6 Analise dos resultados do testes ELISAI-NPr-IgA / IgM / 1gG

Os niveis de Acs (valores A/P) anti-VDN mensurados pelo ELISAI-NPr- IgM /
IgG-SORO foram analisados por regressao linear com os titulos de Acs do teste de HI
mensurados como LogioTitulo-HI obtidos dos soros de galinha testados, obtendo-se o
coeficiente de correlacdo (r de Pearson) entre ambos testes soroldgicos e usando-se 0
programa Excel (TAYLOR, 1990).

O ponto de corte foi estabelecido com base nos resultados da andlise de 20
soros de galinha negativos para o VDN. Sendo assim, os parametros foram
determinados a partir da média do valor A/P + 3 desvios padrdo dessas mesmas
amostras séricas negativas.

Os célculos da sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e
negativos foram feitos de acordo com as seguintes formulas:

e Sensibilidade = Positivos verdadeiros / Positivos verdadeiros + Falsos negativos
e Especificidade = Negativos verdadeiros / Falsos positivos + Negativos
verdadeiros
e Valor preditivo positivo = Positivos verdadeiros / Positivos verdadeiros + Falsos
positivos
e Valor preditivo negativo = Negativos verdadeiros / Falsos negativos + Negativos
verdadeiros
e Acuracia = Positivos verdadeiros + Negativos verdadeiros / Valor total de soros
A concordancia foi estabelecida pelo indice kappa, determinado pelo programa de
calculos estatisticos basicos para testes diagndésticos versdo 1999 (BRAILE; GODOY,
1999).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Purificacdo da NPr do VDN e andlise pelas técnicas de SDS-PAGE e de
Western blotting

Com os parametros ideais ja encontrados num estudo anterior de Silva et al.
(2014), o clone Al, oriundo de uma clonagem e posteriormente transformado em
células de linhagem para clonagem e expressado, foi agora, neste estudo, utilizado
novamente para o desenvolvimento de um outro tipo de ensaio imunoenzimatico. O
clone bacteriano foi cultivado e a sua expressao induzida, apds a adicao de Isopropyl-B-
D-thiogalactopyranoside (IPTG - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), na concentragdo de
0,4mM por 16 horas de incubacdo. O cultivo do clone bacteriano produziu em sua
fracdo soluvel a NPr, no tamanho esperado, que é de aproximadamente 66 KDa,
correspondente a 53 KDa da NP do VDN propriamente dita e um acréscimo de 13 KDa
correspondente ao polipeptideo SUMO junto com a poli-histidina (Figura 3).

Os resultados da andlise, por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), demonstraram uma banda cuja
massa molecular correspondeu a aproximadamente 66 kDa (Figura 3 - A).O mesmo
ocorreu quando a mesma amostra protéica foi utilizada na reacdo de Western blotting
(Figura 3 - B) e, ainda, verificou-se que além da marcacéo da banda protéica de 66 kDa
com o Ac monoclonal anti-histidina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), também houve a
marcacao de bandas de tamanhos menores do que a da NPr. Esses achados levaram a
suposicdo de que se tratavam de fragmentos menores da NPr, ainda fusionados a
etiqueta de histidina os quais, provavelmente, foram gerados pela degradacdo por
proteases e, por essa razao, eram de menor peso molecular.

Resultados semelhantes a esses foram observados na expresséo da NP do VDN
por Kho et al. (2001) no sistema vetor pTrcHis2 (Invitrogen, Carlsbad, CA) — E. coli e
também da proteina N do coronavirus da SARS (Sindrome respiratéria aguda grave),
no sistema vetor pET SUMO (Invitrogen, Carlsbad, CA) - E. coli (ZUO et al., 2005) e do

coronavirus da bronquite infecciosa em leveduras da espécie Saccharomyces
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cerevisiae transformadas pelo vetor pYES-TOPO TA (Invitrogen) por Gibertoni et al.
(2005).

72kD

52kD

Figura 3. (A) Caracterizacédo por SDS-PAGE da rNP expressa em E. coli do clone Al.
Canaleta 1: 5 yL Marcador molecular (spectra multicolor broad range protein
ladder de 10 — 260 kDa, Thermo Scientific, Rockford, IL); canaleta 2: fracdo da
cultura ndo induzida com IPTG (controle negativo da expressao); canaleta 3:
fracdo induzida do clone Al e canaleta 4: fracdo do extrato da cultura de E.
coli com apenas o vetor pET SUMO sem o inserto do gene NP do VDN
(controle + da expresséo da “etiqueta” SUMO-Poli-His). (B) Caracterizagao por
Western blotting (membrana espelho do gel de poliacrilamida/A) da NPr, onde
foi usado Ac monoclonal anti-poli-histidina na diluigdo 1:2500. As setas
destacam a producéo da NPr.

Apo6s expressdo do clone Al, contendo o vetor pET SUMO com o inserto do
gene NP do VDN, em média escala, obteve-se uma quantidade maior de NPr da cultura
induzida, para posteriormente ser destinado a um protocolo de purificacdo dessa
mesma proteina em resina de niquel-agarose. O extrato protéico bruto da fragédo soluvel

obtido da inducdo em média escala do clone Al revelou, pelo método de Bradford,
concentracao protéica de 23,79 mg/mL.



33

Os produtos obtidos da purificacdo em resina de niguel-agarose também foram
quantificados pelo método de Bradford, de onde obteve-se uma concentracdo de
proteina purificada de 1,055 mg/mL (canaletas 5 Figura 4 - A e B). A analise pela
técnica de Western blotting revelou que todas as fracGes eluidas da resina de niquel-
agarose, incluindo aquelas eluidas, com o tampdo de lavagem, apresentaram duas
bandas protéicas que se destacaram pela sua maior intensidade, uma com cerca de
66kDa e a outra menor com cerca de 53 kDa, sendo que a intensidade delas foi maior
naquelas fragcbes eluidas com o tampéo de eluicdo. Esses resultados revelaram, em
principio, que uma parte da NPr ndo estava se ligando a quantidade de resina niquel-
agarose que foi usada no protocolo de purificacéo (1 mL de resina). Em segundo lugar,
a eluicdo de duas fracdes protéicas, uma com o0 peso molecular esperado para a
proteina NPr do VDN e a outra com menor peso molecular que o esperado, sendo que
ambas reagiram com o Ac monoclonal anti-poli-histidina, indica que se trata
provavelmente de um fragmento da proteina recombinante gerada por protedlise, mas
que conserva a etiqueta SUMO — poli-histidina, que fica na extremidade amino-terminal
da proteina recombinante gerada pelo sistema pET SUMO.

Os resultados da andlise desse produto de purificacdo pela técnica de Western
blotting estédo apresentados na Figura 4, onde podem ser comparados os perfis de
separacao eletroforética no gel de poliacrilamida (Figura 4 - A) e de reatividade com os
Acs especificos das fracdes de lavagem da resina de niquel-agarose (canaletas 3 e 4)
com aquelas das etapas de eluicdo da proteina purificada (canaletas 5, 6 e 7). Nessa
membrana (Figura 4 - B), verificou-se que ainda havia um contaminante sendo eluido
em conjunto com a NPr, o qual possivelmente era produto de uma protedlise ou ainda,

poderia se tratar de proteinas proprias da bactéria E. coli.
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Figura 4. (A) Analise pela técnica de SDS-PAGE das fragcfes de lavagem e eluicdo da
resina de niquel-agarose nas diferentes etapas de purificacdo. Canaleta 1: 5
ML de Marcador de peso molecular (spectra multicolor broad range protein
ladder de 10-260 kDa, Thermo Scientific, Rockford, IL); canaleta 2: fracédo
colhida do sobrenadante apds a etapa de ligacdo da NPr a resina de niquel-
agarose; canaletas 3 e 4: fracOes das etapas de lavagens (primeira e ultima)
do lisado da resina de niquel-agarose apoés a etapa de ligacdo; canaletas 5, 6
e 7: extrato protéico purificado em resina de niquel-agarose do lisado da
cultura de E. coli contendo a NPr ap6s as etapas de lavagens. (B)
Caracterizagdo por Western blotting (membrana espelho do gel de
poliacrilamida - A) da NPr, onde foi usado Ac monoclonal anti-poli-histidina na
diluicdo 1:2500.

Para eliminar esse contaminante, como ilustra a canaleta 5 da Figura 4 - B, e
evitar a sua interferéncia na elaboracdo dos testes de ELISA indireto destinado a
deteccao de anticorpos contra o VDN para diferentes isotipos, foi necessario fazer um
bloqueio com extrato de E. coli a 10% no tampao diluente tanto para as amostras de
soro quanto na diluicdo de cada conjugado imunoenzimatico (anti IgA, IgM e IgG).

A andlise pela técnica de Western blotting dos produtos da purificacdo da
proteina recombinante NP em resina de niquel-agarose, tanto com o Ac monoclonal
anti-histidina, como os Acs policlonais do soro de galinhas hiperimunizadas contra o
VDN, revelou a presenca de uma banda de proteina com peso molecular de cerca de
66 kDa, que é similar ao tamanho esperado da NPr fusionada a etiqueta de poli-
histidina e de uma segunda banda com peso molecular de aproximadamente 53 kDa
que corresponde ao tamanho da NPr do VDN fruto de uma possivel protedlise (Figura

5).
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Além disso, a Figura 5 demonstra o elevado grau de homologia antigénica com
relacdo a NP derivada de preparagéo concentrada de liquido cérion alantéide infectado
(LCAI) contendo esse mesmo virus, ja que o soro policlonal de aves hiperimunizadas
com a estirpe LaSota do VDN reagiu com a fracdo da NPr fusionada com a etiqueta
SUMO-poli-histidina e também com a NPr fruto de uma possivel protedlise, talvez sem
mesma etiqueta (canaleta 2) e ainda com a NP proveniente da suspensdo concentrada
do VDN (canaleta 3).

72kD
52kD

42kD

Figura 5. Membrana de Western blotting com “pool” de soros de galinha contendo Acs
policlonais, para observar a sua reatividade contra a NP recombinante.
Canaleta 1: 5 yL Marcador de peso molecular (spectra multicolor broad range
protein ladder de 10 — 260 kDa, Thermo Scientific, Rockford, IL); canaleta 2:
fracdo sollvel da purificacdo (primeira eluicao) e canaleta 3: estirpe LaSota
concentrada com PEG, indicado pela seta a NP propia do VDN. As setas da
canaleta 2 indicam a NPr expressa em duas diferentes alturas, a superior
indica no tamanho de 66 kDa e inferior de 53 KDa.

Resultados semelhantes da andlise de antigenicidade da NPr, do VDN, pela
técnica de Western blotting, sobretudo no que se refere a avaliagdo de tamanho

molecular feita pela técnica de SDS-PAGE foram descritos por Errington, Steward e
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Emmerson, (1995); Kho et al.(2001); Yusoff e Tan, (2001); Mebatsion et al. (2002); Kim
et al. (2009) e por Silva et al. (2014).

De posse da NPr obtida, por meio de clonagem e expressao no sistema pET
SUMO - E. coli descritas por Silva et al. (2014), e apés a purificacdo em resina de
niquel-agarose, foi demonstrada a sua capacidade de se combinar de forma especifica
com Acs de aves hiperimunizadas com a estirpe LaSota, do VDN, sugerindo que a
integridade antigénica foi mantida nessa proteina recombinante e, ainda, que ela
preservou o0s principais epitopos demonstrados pela proteina nativa do VDN. Dessa
forma, pode-se considerar que a NPr do VDN teria atributos satisfatorios para ser

aplicada em técnicas de imunodiagnéstico para o VDN.

5.2 Titulacdo em bloco da NPr do VDN frente aos soros e lagrimas de referéncias

positivas e negativas

A titulacdo em bloco foi realizada no método indireto de ELISA com NPr
produzida em E. coli submetida & andlise de soros e de lagrimas de referéncia positivo
e negativo de galinhas tanto para a deteccdo de Acs do is6tipo IgG como IgM, no soro,
(Figura 6 — A e B), quanto de Acs dos iso6tipos IgA, IgM e IgG, em lagrima, contra o
VDN, (Figura 7 — A, B e C). Os resultados da titulacdo demonstraram que a reatividade
de cada um dos isétipos, mensurada pelos valores de DOs, apresentaram uma variacao
do tipo dose-resposta, isto €, aumentaram com o incremento nas concentracdes da NPr
usada como antigeno e diminuiram a medida em que as amostras (soros e lagrimas)

foram mais diluidas.
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Figura 6. Titulagdo em bloco pelo método indireto de ELISA de diversas diluicbes de
soros de galinha positivo e negativo de referéncia para o VDN, frente a
diferentes concentracbes da NPr do VDN produzida em E. coli para a
deteccdo dos is6tipos 1gG (A) e IgM (B) de anticorpos contra o VDN. As setas
indicam a concentracao de uso para NPr e da diluicdo de uso para o soro.
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Figura 7. Titulacdo em bloco pelo método indireto de ELISA de diferentes diluicdes de lagrimas
de galinha positiva e negativa de referéncia para o VDN (diluidos de 1:25 até 1:800),
frente a diferentes concentragdes da NPr do VDN produzida em E. coli para a
deteccao dos isotipos IgA (A), IgG (B) e IgM (C) de anticorpos contra o VDN. As
setas indicam a concentracao de uso para NPr e da diluicdo de uso para a lagrima.
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Em face desses resultados foram definidas as condicdes ideais para que fossem

aplicadas no teste de ELISA indireto, as quais sao apresentadas no Quadro 2.

Quadro 2. Descricdo dos parametros obtidos pela titulagdo em bloco da NPr do VDN,
das amostras de soro e de lagrima de referéncias positiva e negativa e da
diluicdo ideal de uso do conjugado imunoenzimatico para cada isoétipo

pesquisado.
Is6tipo/ Amostra Concentracdes ideiais Diluicdes Unicas Diluicdo de uso
da NPr em pg/mL ideais de soros e de do conjugado

lagrimas imunoenzimético
IgG — Soro 2 1:200 1:10.000
IgM — Soro 16 1:200 1:1.000

IgA — Lagrima 4 1:25 1:800

IgM — Lagrima 2 1:25 1:1000
lgG — Lagrima 1 1:25 1:1.500

Ainda, a analise de 20 amostras de soros de aves do controle negativo (ndo
vacinadas e néo infectadas) revelou ponto de corte em valor A/P (média do valor A/P +
3x desvio padrao) para cada um dos diferentes isé6tipos IgA, 1gG e IgM, como descrito

no Quadro 3.

Quadro 3. Descricdo do ponto de corte em valor A/P (média do valor A/P + 3x desvio
padrdo) para cada um dos diferentes isotipos IgA, 1gG e IgM, bem como para
as diferentes amostras (soro e lagrima).

Is6tipo/ Amostra Ponto de corte em valor A/P
IgG — Soro 0,119
IgM — Soro 0,093
IgA — L4grima 0,026
IgM — Lagrima 0,037
IgG — Lagrima 0,075

Os resultados da padronizacdo dos métodos de ELISAI-NPr-IgA / IgG / IgM
usando a NPr produzida em E. coli para a deteccédo de Acs anti-NP, do VDN, ndo so
estdo em concordancia com os achados de estudos anteriores que haviam destacado
que a NP, do VDN, além de ser altamente conservada e bastante imunogénica,
promove elevada antigenicidade e € efetiva para a deteccdo de Acs anti-VDN; ou sob a

forma de Acs totais ou ainda do isétipo IgG, no soro sanguineo (ERRINGTON;




40

STEWARD; EMMERSON, 1995; MAKKAY; KRELL; NAGY, 1998; KIM et al., 2009;
SILVA et al.,, 2014), como também caracterizam novas propriedades e novas
possibilidades de aplicagbes na deteccdo de Acs anti-VDN dos isétipos de IgA (em
lagrima), IgM e IgG (em lagrima e soro), avaliando a eficiéncia da resposta imune

humoral sistémica e local, seja em vacinagéo e/ou infecgao.

5.3 Aplicacdo do teste de ELISAI-NPr-IgA / IgM / 1gG para a deteccédo de
anticorpos especificos em aves experimentalmente infectadas

As amostras de soro sanguineo e de lagrima, pertencentes as aves do grupo
controle, que foram colhidas em diferentes intervalos apos o desafio experimental com
a estirpe vacinal LaSota, ndo apresentaram nenhuma positividade para os isotipos de
Acs anti-VDN - IgA, IgM e IgG (Figuras 8 e 9). Quanto a auséncia de investigacdo do
isétipo IgA, no soro sanguineo, é pelo fato desta classe de Acs apresentar-se em
maiores concentracdes e suas principais atividades funcionais nas secre¢cdes mucosas
(SNOECK; PETERS; COX, 2006; WOOF; KERR, 2006).

As Figuras 8 e 9 mostram que no 7° e 14° dias pos-infeccdo (p.i.) os Acs anti-
VDN, pertencentes aos isétipos IgA, IgM e IgG, foram detectados no soro sanguineo e
na secrecao lacrimal de aves de postura infectadas experimentalmente com a estirpe
LaSota, do VDN, pelo teste ELISAI-NPr-IgA / IgM / IgG, utilizando como antigeno a NPr

produzida em E. coli.



41

2.40 | CINETICA DA PRODU CAODEANTICORPOSIgMe IgG ANTI-VDN EMSORO
2,20

2.00 —+— Acs-Anti-WVDN-1gG
1.80 —m— Acs-Anti-VDN-laM
1,60 4
1,40 -
1,20 - “— Controle Meg Igh
1,00 4
0,80 -
0,60 4
0,40 -
0,20 -
0,00 -+

—&— Controle Neg |gG

VALORES AP

b
o 4 7 14 21
INTERVALOS POS-DESAFIO (DIAS)

Figura 8. Cinética das respostas de anticorpos dos is6tipos IgM ou IgG no soro de aves
experimentalmente infectadas com a estirpe vacinal LaSota, do VDN,
determinada pelo ELISAI-NPr-IgM / 1IgG usando a NPr produzida em E. coli da
linhagem ER2566 e transformados com a construcédo plasmidial pETSUMO.
Os niveis de anticorpos estdo expressos como valores A/P meédios.

Pode-se, também, observar nas Figuras 8 e 9, o perfil cinético da producéo dos
isétipos de imunoglobulinas IgG e IgM no soro sanguineo e IgA, 1gG e IgM na lagrima,
apos a infeccdo experimental com a estirpe vacinal LaSota. Dessa forma, niveis baixos
e basais de Acs foram detectados nos dois primeiros intervalos p.i. analisados (dias O e
4 p.i.), embora os anticorpos da classe IgM, tanto no soro quanto na lagrima, e IgA na
lagrima apresentaram um aumento significativo no 7° dia p.i, ocasido em que todas as
10 aves infectadas experimentalmente revelaram-se IgM positivos, nos compartimentos
sistémico e local, e IgA positivas, no compartimento local. No intervalo de 14 dias p.i., 0
isétipo IgG de Acs anti-VDN mostrou incrementos mais acentuados em suas
concentracdes em ambos compartimentos, sisttmico e de mucosa, enquanto que o
isétipo IgM demonstrou uma ligeira reducdo em ambos locais e o isotipo IgA também
apresentou diminuicdo na sua concentracdo nesse mesmo intervalo. No periodo pos-
infeccdo subsequente (21 dias p.i.), todos isétipos apresentaram um declinio mais
acentuado. Um ponto interessante a ser ressaltado nesses dois intervalos é que foram

encontradas amostras positivas para todos isétipos e em ambos os compartimentos.
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Dessa forma ficou claro que o ELISAI-NPr-IgA/IgM / 1gG identificou e mensurou de

forma clara e objetiva os niveis dos diferentes isétipos de Acs anti-VDN.

2,20 CIMETICA DA PRODUGCAQ DE ANTICORPOS IgA, IgG & IgM ANTI-VDMEM LAGRIMA
2,00 4
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Figura 9. Cinética das respostas de anticorpos dos isétipos IgA, IgM ou IgG na lagrima
de aves experimentalmente infectadas com a estirpe vacinal LaSota do VDN
determinada pelo ELISAI-NPr-IgA / IgG / IgM usando a NPr produzida em E.
coli da linhagem ER2566 e transformados com a construcdo plasmidial
pPETSUMO. Os niveis de anticorpos estdo expressos como valores A/P
médios.

Os resultados dos testes ELISAI-NPr-IgM / 1gG para as respostas imunes
humorais sistémicas e ELISAI-NPr-IgA / IgM / 1gG para as respostas imunes humorais
locais descritos neste trabalho foram utilizados com sucesso para deteccdo de
diferentes isétipos de Acs especificos para VDN no soro sanguineo e secrecao lacrimal.
A cinética das respostas de Acs sistémicos e locais foram muito semelhantes a
trabalhos anteriores sobre o imunodiagnéstico do DN, os quais empregavam
metodologias convencionais de ELISA realizados com preparac¢des do VDN, purificadas
ou ndo, como antigeno adsorvido a fase solida. Essas investigagfes, registraram, tal
como foi evidenciado aqui, que a cinética da producdo de Acs do isotipo IgM séo

produzidos e detectados mais precocemente do que os Acs do isotipo IgG, tanto no
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compartimento sistémico (RUSSELL, 1993; RUSSELL,1994; AL-GARIB et al., 2003;
ZOTH, et. al., 2008), quanto no compartimento de imunidade local e que a producgéo e
deteccao dos isétipos de Acs seguem a seguinte ordem: primeiramente o isétipo IgM,
seguido do isétipo IgA e mais tardiamente o isétipo IgG (RUSSELL, 1993; RUSSELL,
1994; AL-GARIB et al., 2003).

No soro, Acs especificos anti-VDN dos is6tipos IgM e IgG foram encontrados no
grupo vacinado com a estirpe viva vacinal, LaSota. Na secrecao lacrimal, os isétipos
IgA, IgM e IgG foram detectados apds a vacinagdo local com a estirpe viva atenuada,
LaSota. Russell (1994) também demonstrou a presenca de Acs anti-VDN dos isotipos
IgM e IgG no soro em diferentes intervalos de tempo, apds a imunizacdo com a estirpe
vacinal Ulster inativada, por meio do ensaio de ELISA indireto usando como antigeno
de fase sodlida o VDN purificado obtido de cultura celular. No tocante as respostas
imunes humorais locais, verifica-se que 0s nossos resultados estédo de acordo com 0s
de Russell (1993) e Al-Garib, et al. (2003), mas em contraste com aqueles relatados por
Parry e Aitken (1973 e 1977), que ndo detectaram o isGtipo IgM, porém usando o
método de virus-neutralizagéo.

Além disso, Russell (1994) nao foi capaz de detectar IgM no compartimento local,
enquanto que nesse estudo esse isotipo foi encontrado em niveis significativos.
Segundo esses autores, a eventual falha em detectar o is6tipo IgA, no compartimento
sistémico, e IgM, no compartimento local, pode ser devido a competicdo causada por
grandes quantidades de Acs IgG e IgM presentes no soro e de IgG e IgA em mucosa
(AL-GARIB et al., 2003).

Uma importante vantagem do método de ELISA indireto é que ele permite a
deteccéo de pequenas quantidades de uma classe de Acs em particular ou a presenca
de grandes quantidades de outras classes de Acs numa mesma amostra. Além disso,
ndo h&a necessidade de purificar as classes de Acs, presentes nas amostras, antes de
serem submetidas ao teste de ELISA, uma vez que na metodologia de ELISA indireto
utiliza-se conjugado imunoenziméatico anti-imunoglobulina especifico (IgA, IgM ou 1gG)
para revelar a reacdo antigeno-anticorpo (AL-GARIB et al., 2003; PANYASING et al.
2013).
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Nos mamiferos, as respostas imunes, sistémica e de mucosa, sado elaboradas
para funcionar de forma mais ou menos independente. Portanto, a natureza e o tipo de
Acs produzidos nas respostas imunes humorais locais e sistémicas sao principalmente
determinados pela via de entrada do antigeno. Assim, a inoculacdo local com VDN
“vivo” estimula a producao local de Acs e também a producao sistémica no baco porque
pequenas quantidades de virus atingem o baco (SPANOGHE et. al., 1977; AL-GARIB et
al., 2003). Dessa forma, os nossos resultados dos testes ELISAI-NPr-IgM / 1gG
(imunidade sistémica) e ELISAI-NPr-IgA / IgM / 1gG (imunidade local) sdo compativeis
com a producgédo local de Acs para as aves desafiadas com estirpe LaSota, do VDN,
viva (RUSSELL; EZEIFEKA, 1995; AL-GARIB et al., 2003).

Além das semelhancas entre as cinéticas de anticorpos, ja citadas anteriormente,
para o proprio VDN, o perfil cinético determinado em nosso estudo € muito similar ao
descrito por Panyasing et al. (2013), que por meio do desenvolvimento de um método
de ELISA indireto com a NPr, do virus da influenza A (VI), detectaram Acs anti-NP
especificos para esse virus, em amostras de fluidos orais de suinos infectados
experimentalmente.

Portanto, fica mais facil entender a razdo por que o método ELISAI-NPr-IgM-
SORO / LAGRIMA, por nos desenvolvido com a NPr, do VDN, como antigeno, foi
também efetivo em detectar, tal como demonstrou nas avaliacbes das cinéticas da
resposta imune humoral (sistémica e local), os Acs do isétipo IgM. Esses Acs sao
geralmente produzidos em uma fase inicial da resposta imune humoral, que ocorre logo
apos a infeccdo e precede a producdo dos demais isétipos de Acs, com a vantagem,
ainda, de que ndo seria necessario serem testadas amostras pareadas, seja de soro
sanguineo ou de amostras de secrecdo mucosa, como €é requerido para se identificar o
fendbmeno da soroconversdo, as quais sdo usadas rotineiramente para deteccéo de Acs
anti-VDN do is6tipo 1gG, no compartimento sistémico, ou de IgA, no compartimento
local (CZIFRA, et al.1998; AL-GARIB et al., 2003).

Além disso, pode-se inferir que a presenca dos Acs do Isétipo de IgA, na
secrecao lacrimal, e IgM, no soro sanguineo e lagrima, provavelmente desencadeardo

uma resposta mais rapida e protetora frente a uma nova exposi¢ao ao VDN, devido ao
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desenvolvimento da resposta imune de memodria ap0s a vacinacdo, a qual cria no
hospedeiro um repertério de linfécitos de memaoria capaz de identificar o agente de
forma mais rapida e especifica, com consequente sintese de Acs mais precocemente.
Por causa de seu aparencimento de forma rapida e inicial, tem sido sugerido que a
deteccdo de anticorpos IgM pode ser considerada como um indicativo de infeccao
recente pelo VDN (AL-GARIB et al., 2003).

Os resultados dos testes ELISAI-NPr-IgA / IgM / 1IgG empregados nesse estudo
demonstraram, de forma nitida, que os Acs dos isotipos IgA, IgM e IgG produzidos
pelas aves submetidas a infeccdo experimental com a estirpe LaSota, apresentaram
elevado nivel de similaridade antigénica com a NPr expressa em E. coli. Resultados
semelhantes aos nossos, porém apenas para a deteccdo dos Acs do isétipo 1gG ou
totais, foram relatadas com a NPr, do VDN, produzida em E. coli (KIM, et al., 2009;
SILVA et al., 2014), ou com essa mesmo antigeno recombinante produzido em células
de inseto por meio do sistema baculovirus de expressdo (ERRINGTON; STEWARD;
EMMERSON, 1995; MAKKAY; KRELL; NAGY, 1998). Com base nisso e no fato de se
ter disponivel uma preparacdo da NPr, do VDN, produzida em E. coli e caracterizada
imunoquimicamente, foi possivel desenvolver e aplicar de forma efetiva o método de
ELISA indireto, empregando como antigeno recombinante para detectar/mensurar Acs
anti-VDN especificos dos isoétipos IgA, IgM e IgG presentes em amostras de soro
sanguineo e lagrima de aves de postura vacinadas submetidas a infecgdo experimental
com estirpe vacinal LaSota do VDN.

Em sintese, os isoOtipos de Acs IgA, IgM e IgG especificos de NP, foram
detectaveis no soro sanguineo e na secrecdo lacrimal, ao longo do tempo apos a
inoculagédo experimental do VDN, com respostas de IgG correlacionados em ambos

compartimentos de respostas imunes humorais sistémica e local.
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5.4 Aplicacdo do teste do ELISAI-NPr-IgA / 1gG / IgM para a deteccdo de
anticorpos anti-virais especificos em amostras de soro e lagrima de aves de

postura comercial

Com relacdo a andlise das amostras de campo colhidas em granjas de aves de
postura vacinadas para o VDN, foram detectados niveis relevantes de anticorpos contra
a nucleoproteina do VDN tanto da classe IgG como da IgM no soro sanguineo, bem
como para os isotipos IgA, IgG e IgM em secrec¢do lacrimal. Foi analisado um total de
270 amostras de soro, pareados com a lagrima das mesmas aves para cada um desses
is6tipos. Com base nos resultados do ELISAI-NPr-IgM / IgG para os soros foram
obtidas 263 amostras com resultados coincidentes quanto a deteccédo de Acs anti-VDN,
sendo 241 positivas simultaneamente para o0s isotipos IgG e IgM e 22 foram
classificadas como negativas para ambos isotipos. Por outro lado, sete amostras
apresentaram resultados discordantes, sendo cinco positivos somente para 0s
anticorpos do isotipo IgM enquanto que apenas duas amostras revelaram-se positivas
para os anticorpos do isétipo 1gG. Os resultados concordantes (IgG+/IgM+) ocorreram
nas amostras séricas dos lotes I, Il e lll, que foram constituidos por aves mais jovens
em relacdo aos lotes IV e V e o0s resultados concordantes negativos (IgG-/IgM-) foram

das amostras oriundas de aves do lote | (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados do ELISAI-NPr-IgM / 1gG para deteccdo de anticorpos anti-VDN
dos is6tipos 1gG e IgM em amostras de soro de aves postura comercial.

Classificacao das Aves de postura Porcentagem (%)
amostras de soro comercial testadas
ELISAI-NPr-IgM / 1gG
lgG+ IgM+ 241 89,3%
IgG+ IgM- 2 0,7%
I9gG- IgM+ 5 1,9%
lgG- IgM- 22 8,1%

Total 270 100%
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Com respeito aos resultados do ELISAI-NPr-IgA / IgM / IgG para a deteccéo de
Acs na secregdo lacrimal foram observadas 189 amostras coincidentes no que
concerne a deteccdo de Acs anti-VDN, sendo 169 positivas simultaneamente para 0s
isétipos IgA, 1gG e IgM e 20 classificadas como negativas para 0s trés isotipos
avaliados. Por outro lado, 81 amostras apresentaram resultados discordantes, sendo 28
positivos para os anticorpos dos isotipos IgA e IgM; 29 positivos para os isotipos IgA e
IgG; dois positivos apenas para IgA, enquanto para IgM e IgG foram 12 amostras co-
positivas. Ainda, desse conjunto de amostras, apenas seis foram positivas para IgM e
guatro para lgG. Assim como ocorreu na analise das amostras de soro, a maior parte
dos resultados concordantes (IgA+/IgG+/IgM+) para as amostras de lagrimas ocorreram
nas amostras séricas dos lotes I, Il e Ill, que foram constituidos por aves mais jovens
em relacdo aos lotes IV e V e os resultados concordantes negativos (IgG-/IgM-) foram

das amostras oriundas de aves do lote | (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados do ELISAI-NPr-IgA / IgM / IgG para deteccdo de anticorpos anti-
VDN dos isétipos IgA, IgG e IgM em amostras de lagrima de aves postura

comercial.
Classificacéo das Aves de postura Porcentagem (%)
amostras de lagrima comercial testadas
ELISAI-NPr-IgA /1gM / IgG
IgA+ IgG+ IgM+ 169 62,6%
IgA+ IgG- IgM+ 28 10,4%
IgA+ 1gG+ IgM- 29 10,7%
IgA+ 1gG- IgM- 2 0,7%
IgA- 1IgG+ IgM+ 12 4,4%
IgA- IgG- IgM+ 6 2,2%
IgA- IgG+ IgM- 4 1,5%
IgA- IgG- IgM- 20 7,4%

Total 270 100%
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Os resultados de frequéncia relativa entre a quantidade de amostras
classificadas em 1gG e IgM positivas, individualmente, e de amostras classificadas 1gG
e IgM positivas, com base nos testes de ELISAI-NPr-IgM/IgG-SORO, foram submetidas
ao teste estatistico McNemar, pois esse faz uma andlise de propor¢cdes pareadas. As
amostras 1gG positivas apresentam um frequéncia relativa de 97,2%, para as amostras
IgM positivas a frequéncia foi de 98,4%, e para ambos isétipos de Acs, 1gG e IgM
positivos a frequéncia foi de 99,2%. Sendo assim, fica evidenciado que ha uma

diferenca estatistica na classificacdo de amostras IgG e IgM positivas (Figura 10).

Frequencia relativa entre amostras IgG + /IgM+ /IgG +
e lgM+ [ Soro *

98,4% 99,2%

97,2%

b,

o

o
L

w
()

85 A

80 -

Frequéncia relativa de positivos (%)
©
o
|

-
an
|

lgG IgM lgG, IgM

Isotipos (soro)

Figura 10. Frequéncia relativa entre a quantidade de amostras classificadas em IgG
positiva, IgM positiva, individualmente, e IgG e IgM positiva, simultaneamente, no
compartimento sistémico (soro sanguineo) de aves de postura comercial.
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Do mesmo modo, foram analisadas pelo teste estatistico McNemar as amostras
de lagrimas submetidas aos testes ELISAI-NPr-IlgA/IgM/IgG-LAGRIMA. Em relagéo ao
teste de proporgdes pareadas as amostras classificadas em IgA positivas foi de 91,2%,
enquanto que quando comparadas com mais de isétipo IgA e IgG positivas foi, de
97,6%, o que ficou proximo de 98,4% para IgA e IgM positivas e para IgA, 1gG e IgM
positivas a frequéncia atingiu 100% (Figura 11).
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Figura 11. Frequéncia relativa entre a quantidade de amostras classificadas em IgA
positiva, individualmente, IgA e IgG positivas, IgA e IgM positivas, e IgA, 1gG e
IgM positivas simultaneamente, no compartimento de imunidade local (lagrima)
de aves de postura comercial.

Em sintese, os Acs do isétipo IgG sdo frequentemente pesquisados, na
avicultura industrial, a deteccdo e/ou mensuracdo no compartimento sistémico (soro

sanguineo), enquanto que para avaliagdo das respostas imunes humorais no
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compartimento das mucosas sédo pesquisados a deteccdo e/ou mensuracdo de Acs do
isétipo IgA. Com base nos resultados dos testes de ELISAI-NPr-IgM/IgG-SORO e
ELISAI-NPr-IgA/IgM/IlgG-LAGRIMA das amostras de aves de postura comercial obteve-
se uma maior frequéncia relativa (%) para as amostras classificadas em dois ou mais
isétipos.

A reducao gradual na ocorréncia da enfermidade é devido a controles intensivos
na criacdo comercial, por meio de programas de vacinacao eficientes, além dos
esforcos do governo federal, por meio do PNSA (OIE, 2012). Entretanto, a DN continua
endémica no Brasil (SEAL et al., 1998; CLAVIJO et al., 2000, ORSI, 2010). A avaliagédo
da resposta imune humoral é considerada um dos fatores mais importantes para
monitoramento de programas vacinais para DN. Bretano et al. (2000) afirmaram que o
levantamento sorolégico € de extrema importancia na avaliagdo das condicbes
sanitarias de plantéis, definindo a eficacia de programas de vacinacéo e a real situacao

do virus no ambiente.

5.5 Relacdes entre os resultados do ELISAiI-NPr-IgM / IgG-Soro e do teste de HI

usados na deteccdo de anticorpos contra o VDN

O gene da NP, do VDN, ja foi clonado e expresso em diferentes sistemas:
sistema baculovirus de expressao (ERRINGTON et al.,, 1995 e MAKKAY; KRELL;
NAGY, 1998) e sistema E. coli de expressdo (KIM, et al., 2009; SILVA et al., 2014)
sendo utilizado como um antigeno de adsor¢édo de fase solida em diferentes formatos
de ELISA para detectar Acs anti-VDN. No entanto, os parametros de sensibilidade,
especificidade, acuracia e concordancia ndo foram determinados nestes estudos
anteriores, incluindo a comparacdo com o teste HI, que atualmente é o padrdo ouro
para a sorologia de Acs anti-VDN (OIE, de 2012).

Os resultados da mensuragédo de Acs contra o VDN obtidos no teste de HI e no
teste de ELISA tém sido constantemente avaliados e correlacionados no
sorodiagnoéstico da DN em diferentes espécies de aves, 0s quais evidenciam na maioria

dos estudos, valores moderados a elevados de correlagcdo, sensibilidade e



o1

especificidade (CZIFRA et al., 1998; SILVA et al., 2014). No presente trabalho, buscou-
se desenvolver um método alternativo de ELISA indireto para deteccdo de Acs anti-
VDN dos iso6tipos IgA, IgM e 1gG, utilizando como antigeno a NPr, do VDN, expressa
em E. coli, em comparacdo com o teste padrdo de sorodiagnodstico HI com os isétipos
IgG e IgM.

Assim sendo, foram determinados os niveis de correlacdo, concordancia,
sensibilidade, especificidade e acuracia, bem como os valores preditivos positivos e
negativos do ELISAI-NPr-IgG / IgM em relacdo ao teste de HI, parametros esses que
ndo foram discriminados de forma clara e objetiva nos trabalhos de clonagem e
expressao da NPr, do VDN, em células de insetos infectadas por baculovirus e E.coli.

Sabe-se ainda que outros pesquisadores ja utilizaram, com bons resultados, as
proteinas de nucleocapsideo de outros virus como: virus da caxumba (LINDE et al.,
1987), virus do sarampo (HUMMEL et al., 1992), virus da estomatite vesicular, virus da
peste bovina (KAMATA et al.,, 1993), virus da bronquite infecciosa das galinhas e
coronavirus dos perus (NDIFUNA et al., 1998; CHEN; COOTE; HISCOX, 2003; LOA et
al., 2004); virus da raiva (REID-SANDEN et al.,1990), virus da influenza suina
(PANYASING, et al., 2013) e do préprio VDN (AHAMAD et al., 1993; ERRIGNTON;
STEWARD; EMMERSON, 1995; KIM et al., 2009; SILVA et al., 2014) na adsorcéo a
superficie de microplacas de ensaios imunoenzimaticos.

Na literatura existem varios estudos de comparacdo de diferentes métodos de
ELISA (indireto, competitivo, sanduiche, dentre outros) com o teste de HI para a
mensuracdo de Acs contra o VDN, nos quais foram obtidos coeficientes de correlagéo
significantes entre essas duas técnicas. A analise comparativa dos testes de ELISAI-
NPr-IgG / IgM e de HI com o grupo de 270 amostras séricas de aves de postura
proporcionou coeficiente de correlacdo alto (r =0,760) para correlacado HI e ELISAI-NPr-
IgG-SORO, e um coeficiente de correlagdo moderado (r = 0,490) para a relacdo HlI e
ELISAI-NPr-IgM-SORO.

Em outras pesquisas, foram observados tanto valores de correlagdo superiores
ou inferiores aos encontrados na andlise de correlacdo HIl e ELISAI-NPr-IgG-SORO

(r=0,760), em soros de aves vacinadas contra o VDN por Thayer; Villegas; Fletcher,
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(1987) em dois diferentes kits comercial em relacédo ao HI (r = 0,98 / r =0,95); Witt,
Davelaar e Braunius, (1992) r = 0,95 e Richtzenhain et al. (1993) r = 0,96. Como valor
semelhante ao nosso estudo, Brown et al. (1990) observaram r = 0,85 e Cveliccabrilo et
al. (1992) encontraram r = 0,85 enquanto Czifra et al. (1998) demonstraram valores
inferiores ao encontrado no presente estudo de r = 0,72. Enquanto que, Adair et al.
(1989), obtiveram valores de correlacdo de r = 0,75, ao testarem soros de galinhas e
perus; Koch et al.(1998) encontraram r = 0,71 ao comparar o ELISA e HI com amostras
de soros de avestruzes e Hauslaigner et al. (2009) detectaram r = 0,652 em estudo com
amostras de soros de patos e gansos vacinados e ndo-vacinados.

De qualquer sorte, pode-se prever a ocorréncia de alguns resultados
discordantes entre os testes de ELISAI-NPr IgG / IgM-SORO desenvolvidos, nesse
estudo, e o teste de HlI, ja que se tratam de alvos antigénicos bem diferentes, ou seja, a
NP, no ELISA e a glicoproteina HN, no teste de HI. A respeito disso, o coeficiente de
correlacédo encontrado entre o ELISAI-NPr IgG - Soro e o HI pode ser classificado como
elevado (r=0,760), sugerindo que as amostras de soro de galinhas submetidas a
imunizagdo com o VDN, no geral, contém Acs para esses dois tipos de antigenos (NP e
HN). Errington, Steward e Emmerson (1995) classificaram como bom o coeficiente de
correlacdo, do ELISA indireto desenvolvido por esses autores com NPr oriunda do
sistema baculovirus de expresséo.

Em nosso estudo, verificou-se também que os titulos de Acs HI variaram de
0,301 a 3,311 (Logp titulo), enquanto que os niveis de Acs do ELISAI-NPr IgG — Soro
variaram de -0,037 a 2,845 (valor A/P) e o ELISAI-NPr IgM — Soro variaram de -0,034 a
2,129 (valor A/P), conforme ilustra as Figuras 10 e 11, respectivamente. Por mais que
os resultados mencionados anteriormente sejam semelhantes, deve-se reforgcar que no
HI a reacdo antigeno-anticorpo ocorre devido a presenca das glicoproteinas de
superficie HN e nos testes de ELISA apenas NPr do VDN est4 adsorvida a superficie
das microplacas.

Além disso, os resultados obtidos no teste de HI, tido como padréo-ouro para a
deteccéo e/ou mensuracdo de anticorpos contra o VDN, e no ELISAI-NPr IgG / IgM -

Soro, mostraram que as aves de postura produziram quantidades relevantes de Acs
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apos a infeccdo experimental com a estirpe vacinal atenuada LaSota do VDN. E, nesse
sentido, ambos os testes realizados detectaram no soro sanguineo das aves de postura
niveis de Acs anti-VDN variando de moderado (ELISAi-NPr-IgM-Soro) a elevado
(ELISAI-NPr 1gG-Soro). Isso ocorreu, principalmente, devido ao fato de terem sido
testadas amostras obtidas de aves que haviam recebido quatro doses seguidas de
reforcos com vacina viva atenuada de VDN, o que pode ser considerado um protocolo
de inducdo de hiperimunizacdo, que levou a producado de altos titulos de Acs contra o
VDN, o que é importante para a avicultura por garantir altos titulos de Acs maternais, ou
seja, passados da mée para a progénie (VILLEGAS; AVELLANEDA, 1992).

Em contrapartida, os Acs induzidos por vacinas recombinantes construidas a
partir das glicoproteinas de superficie viral (HN e F) do VDN expressas em células
eucariontes transfectadas por poxvirus ou em Pichia pastoris (BOURSNELL et al.,
1990; TAYLOR et al.,, 1990; OGAWA et al., 1999; PEETERS et al.,, 2001), ndo
apresentariam reagdes com a NPr nos testes de ELISA indireto aqui desenvolvidos,
mas esses soros poderiam ser mais facilmente diferenciados daqueles provenientes de
aves infectadas com o VDN, pois 0os Acs induzidos pela infeccdo acarretariam a
producédo de Acs contra a NP, sendo assim detectados nos testes de ELISAI-NPr 1gG /
IgM-SORO, além de outros Acs contra 0s outros alvos antigénicos do VDN.

Dessa forma, pode-se supor que os testes de ELISAI-NPr 1gG / IgM — Soro
distinguiriam tais tipos de respostas imunes, da mesma forma que foi demonstrado nos
estudos envolvendo a andlise de amostras séricas de aves imunizadas com vacinas
recombinantes constituidas pelo gene completo ou de por¢des da proteina HN, embora
nao tenham sido testados no presente estudo (PEETERS et al., 2001; MEBATSION et
al., 2002).
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Figura 13. Correlacdo entre os niveis de anticorpos detectados pelo teste de HI (Logio
Titulo) e pelo ELISAI-NPr-IgM-SORO (Valor A/P).

Para validacdo da eficiéncia dos testes de ELISAI-NPr-IgG / IgM-SORO, os
resultados foram comparados com os obtidos no teste de HI (Tabelas 3 e 4). Dos 270

soros de galinhas de postura analisados, 243 amostras positivas e 21 amostras
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negativas foram concordantes no ELISAI-NPr-IgG e no teste de HI, sendo que cinco
soros apresentaram reacgao falso-negativa e um soro apresentou reacéo falso-positiva
no teste de ELISA (Tabela 3). Comparando o ELISAI-NPr-IgM e o teste de HI dos 270
soros analisados, 245 amostras positivas e 21 amostras negativas foram concordantes
no ELISAI-NPr-IgM e no teste de HI, sendo que trés soros apresentaram reacao falso-
negativa e um soro apresentou reacao falso-positiva no teste de ELISA (Tabela 4).

Paralelamente a aplicacdo dos ensaios imunoenzimaticos na sorologia da DN,
torna-se fundamental a determinacdo de pontos de corte adequados para o
estabelecimento de indices de sensibilidade e especificidade do teste (GREINER,;
SOHR; GOBEL, 1995). A determinacdo do ponto de corte baseou-se na média
acrescida de trés desvios padréo, similar ao que foi realizado por Sousa, Montassier e
Pinto (2000) e Silva et al. (2014). De posse desses dados, determinou-se a
sensibilidade relativa dos ELISAI-NPr-IgG / IgM-SORO, que correspondeu a 97,6% e
98,8%, respectivamente. Em relacdo a reacdes falso-positivas, ambos os testes de
ELISA apresentaram apenas um soro, 0 que corresponde a uma especificidade relativa
de 95,5% para os testes ELISAI-NPr-IgG / IgM-SORO e teste de HI (Tabelas 3 e 4).

Os valores preditivos negativos (VPN) da comparacdo entre ELISAI-NPr-1gG /
IgM-SORO e HI foram 77,8% e 87,5%, respectivamente, e os valores preditivos
positivos (VPP) foram iguais em ambas as comparacdes - 99,6% (Tabelas 3 e 4),
enquanto que a acuracia foi de 97,4% para ELISAI-NPr-IgG-SORO e teste de HI
(Tabela 3) e de 98,5% para ELISA-NPr-IgM-SORO e teste de HI (Tabela 4).

Sousa et al. (1999), ao testarem soros de aves de corte vacinadas contra o
VDN e compararem o0s resultados entre o sanduiche ELISA com Duplo Anticorpo
(DAS-ELISA) e o teste de HI, verificaram que a acuracia para o DAS-ELISA relativa
ao teste de HI foi de 88,8%, inferior a que foi determinada no presente estudo. No
entanto, esses mesmos autores encontraram uma especificidade de 100% e
sensibilidade de 88,80%, a qual € inferior a sensibilidade aqui obtida para os ensaios de
ELISAI-NPr-1gG/IgM-SORO em relacdo ao teste de Hl.

Ademais, em outro trabalho, Sousa, Montassier e Pinto (2000) observaram

resultados um pouco melhores de sensibilidade relativa do ELISA frente ao HI
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(90,91%), que foram, porém, ainda menores do que os valores de sensibilidade do
nosso estudo, enquanto que a especificidade relativa apresentou no estudo desses
autores um ligeiro decréscimo para 91,18%, que € um pouco menor do que a
especificidade determinada em nosso estudo (95,5%). Ainda, o nivel de acuracia entre
os dois testes foi de 91,02%, valor um pouco menor ao dos nossos testes de ELISAI-
NPr-IgG/IgM-SORO, em relacdo HI (97,4% e 98,5% respectivamente). Enquanto 0s
VPP e VPN foram de 93,02% e 88,57%, respectivamente, sendo menor o VPP e maior
0 VPN comparado ao ELISAI-NPr-IgG/-SORO e HI (VPP = 99,6% e VPN=77,8%) e ao
comparar os resultados ELISAI-NPr-IgM/-SORO e HI, o VPP (99,6%) e VPN (88,7%)
foram ligeiramente superiores aos de Sousa, Montassier e Pinto (2000).

Ainda em relacdo aos resultados da analise comparativa entre os testes
sorolégicos de ELISAI-NPr-1gG / IgM —SORO e o HlI, verifica-se que os testes de ELISA
indireto desenvolvidos nesse estudo demonstraram concordancias muito boas (k = 0,84
e k = 0,90), respectivamente. (Tabela 3 e 4). A propdsito, Czifra et al. (1998) e Sousa;
Montassier e Pinto (2000), ao compararem o método competitivo de bloqueio de ELISA
e o teste de HI, na andlise de soros de ratitas, relataram menores valores de
concordancia (k = 0,67 e k = 0,82), enquanto que BROWN et al.(1990), KOCH et al.
(1998), na andlise de soros de galinhas, encontraram valores de concordancia mais
proximos aos do nosso estudo (k =0,84; k = 0,85).

Em vista do conjunto de resultados obtidos no presente estudo, constata-se que
os métodos de ELISAI-NPr-IgM/IgG-SORO e ELISAI-NPr-IgA/IgM/IgG-LAGRIMA
trouxeram vantagens relevantes para a deteccdo mais precoce e mais sensivel de Acs
contra o VDN em aves infectadas ou vacinadas com o VDN, seja no compartimento
sistémico, seja no compartimento local e tém o potencial de contribuir com o

aprimoramento do imunodiagnéstico desse virus.
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Tabela 3. Comparacéo dos resultados obtidos nas técnicas de HI e ELISAI-NPr-IgG-
SORO para a detecgdo de anticorpos para VDN em soros de aves de postura

comercial e analises de validacéo do teste.

Resultados HI — Padréo ouro

ELISA-NPr-1gG- Positivos Negativos Total
SORO
Positivos 243 (a) 1 (b) 244 (a+b)
Negativos 5 (c) 21(d) 26 (c+d)
Total 248 (a+c) 22(b+d) 270(a+b+c+d)

Sensibilidade relativa: (a) / (a+c) x 100 = 244/248 x 100= 97,6%

Especificidade relativa: (d) / (b+d) x 100 = 21/22 x 100= 95,5%

Valor preditivo positivo: (a) / (a+b) x 100 = 244/245 x 100 = 99,6%

Valor preditivo negativo: (d) / (c+d) x 100 = 21/25 x 100 = 77,8%

Acuracia: (a) + (d) / (a+b+c+d) x 100 = (244+21)/270x 100 = 97,4%

indice kappa (grau de concordancia corrigido): 0,84 (<0,2=pobre; 0,21 a 0,40=fraca; 0,41
0,6=moderada; 0,61 a 0,80= boa; >0,80=muito boa).

Tabela 4. Comparacédo dos resultados obtidos nas técnicas de HI e ELISA-NPr-Ig

a

M-

SORO para a deteccéo de anticorpos para VDN em soros de aves de postura

comercial e analises de validacdo do teste.

Resultados HI — Padréo ouro

ELISA-NPr-IgM- Positivos Negativos Total
SORO
Positivos 245 (a) 1 (b) 246 (at+b)
Negativos 3(c) 21(d) 24 (c+d)
Total 248 (a+c) 22(b+d) 270(atb+c+d)

Sensibilidade relativa: (a) / (a+c) x 100 = 245/248 x 100= 98,8%

Especificidade relativa: (d) / (b+d) x 100 = 21/22 x 100= 95,5%

Valor preditivo positivo: (a) / (a+b) x 100 = 245/246 x 100 = 99,6%

Valor preditivo negativo: (d) / (c+d) x 100 = 21/24 x 100 = 87,5%

Acurécia: (a) + (d) / (a+b+c+d) x 100 = (245+21)/270x 100 = 98,5%

indice kappa (grau de concordancia corrigido): 0,90 (<0,2=pobre; 0,21 a 0,40=fraca; 0,41
0,6=moderada; 0,61 a 0,80= boa; >0,80=muito boa).
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6. CONCLUSOES

6.1 O sistema de expressdo constituido pelo vetor pET-SUMO e E. coli
demonstrou sua eficiéncia para a expressdo de niveis relevantes da NPr da estirpe
LaSota do VDN fusionada a etiqueta SUMO-Poli-Histidina, bem como a sua purificagao.

6.2 A NPr expressa pelo sistema pET SUMO - E. coli apresenta caracteristicas
imunoquimica similares aos da NP oriunda da estirpe LaSota do proprio VDN.

6.3 O método de ELISAI usando o NPr do VDN como antigeno foi padronizado e
aplicado de forma bem sucedida, nesse estudo, para a deteccéo de Acs de galinha anti-
VDN dos isétipos 1gG, IgM e IgA em amostras de soro e/ou de secrecao lacrimal de
aves infectadas ou vacinadas com esse virus. A soroconversdao na infeccéo
experimental pelo VDN foi detectada pelo método ELISAI usando a NPr do VDN, mais
precocemente em aves infectadas experimentalmente com esse virus para os Acs do
isétipo IgM (lagrima e soro) e IgA (lagrima) do que para os Acs IgG anti-NDV (lagrima e
soro). Os testes de ELISAI-NPr- 1IgG / IgM-SORO desenvolvidos foram capazes de
detectar e mensurar com eficiéncia os isotipos de Acs contra o VDN em soros
sanguineos de galinhas, obtidos em diferentes faixas etéarias e frequéncias de
vacinacédo contra esse virus, o que ficou caracterizado pelo coeficiente de correlacéo, e
pelos niveis de sensibilidade, especificidade, acuracia e concordancia, em relacdo ao
teste de HI.

6.4 Pode-se a inferir que os testes ELISAI-NPr-IgA / IgM / 1gG tem potencial de
serem utilizados de forma mais vantajosa para o sorodiagnostico ou para o
monitoramento da infeccéo / vacinagdo com o VDN nos plantéis avicolas, considerando
sua elevada especificidade e sensibilidade, bem como a possibilidade de avaliar, de
forma mais rapida e pratica, um maior nimero de amostras, do que o teste de HI. No
caso especifico da avaliacdo das respostas imunes humorais locais, 0s ensaios de
ELISAI-NPr-IgA / IgM / 1gG - LAGRIMA foram capazes de detectar e mensurar com

eficiéncia os diferentes is6tipos de Acs contra o VDN presentes na secre¢ao lacrimal.
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