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DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DE METODOS SOROLOGICOS E
MOLECULARES PARA O DIAGNOSTICO DA DOENCA DE NEWCASTLE EM
POMBOS COMUNS (Columba livia)

RESUMO - Existem diversos trabalhos publicados sobre métodos de diagnostico da
Doenca de Newcastle (DN) em aves comerciais da espécie Gallus gallus. Entretanto,
€ escassa a literatura sobre o desenvolvimento de técnicas para o diagndstico
laboratorial da infec¢@o pelo virus da Doenca de Newcastle (VDN) em espécies de
aves nao-galiformes. O presente trabalho foi delineado com o objetivo de
desenvolver e aplicar a técnica de bloqueio de fase liqguida de ELISA com a
concanavalina A (BFL-Con A-ELISA) para a deteccéo e quantificacdo de anticorpos
contra o VDN em soros de pombos de vida livre e da técnica de Semi-nested-RT-
PCR para deteccdo do virus da DN (VDN) em suabes cloacais das mesmas aves.
Na comparacao entre o BFL-Con A-ELISA e o HI para a deteccéo de anticorpos em
107 amostras de soros de pombos, foram obtidos uma correlacao significativa com o
teste de HI (r = 0,875), bem como valores elevados de sensibilidade (100%),
especificidade (95,8%), acuracia (96,3%) e concordancia (k = 0,83). Os resultados
obtidos na técnica de semi-nested-RT-PCR mostraram que nove das 101 amostras
analisadas foram positivas para o VDN. Na analise comparativa dos resultados da
técnica do semi-nested-RT-PCR com os obtidos nas técnicas soroldgicas, foram
observados indices de especificidade relativa de 93,9% e 96,8% em relacdo aos
métodos de HI e BFL-Con A-ELISA, respectivamente; além de uma maxima
sensibilidade relativa (100%), comparativamente a esses testes. Esses dados
demonstram que tanto o BFL-Con A-ELISA como o semi-nested-RT-PCR
desenvolvidos no presente estudo foram eficientes no diagnéstico da DN, ou
detectando anticorpos anti-VDN, ou esse agente viral, respectivamente, e ambas as
técnicas apresentaram um grande potencial para serem usadas com vantagens no
diagnostico da infecgdo pelo VDN em pombos e em outras espécies de aves néo-
galiformes.

Palavras-chave: Pombos, ELISA, Imunodiagndstico, Lectinas, RT-PCR, Virus da

Doenca de Newcastle
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DEVELOPMENT AND APPLICATION OF SEROLOGIC AND MOLECULAR
METHODS FOR DIAGNOSIS OF NEWCASTLE DISEASE IN FERAL PIGEONS

(Columba livia)

ABSTRACT — A number of studies were done on diagnostic methods of Newcastle
disease in commercial poultry (Gallus gallus, species). However the literature is
scarce on the development of techniques for the diagnosis of Newcastle disease
(ND) infection in non-galiforme and free-living birds. The present study aims to
develop and apply a liquid-phase blocking ELISA with Concanavalin A (BFL-Con A-
ELISA) for the detection and quantification of antibodies against ND virus (NDV) in
sera of free-living pigeons and a semi-nested-RT-PCR technique for detection of
NDV in cloacal swabs collected from these birds. The results of BFL-Con A-ELISA
and HI were compared for the detection of antibodies in serum samples from 107
pigeons, and a significant correlation with the HI test was obtained (r = 0.875) as well
as high values of relative sensitivity (100 %), specificity (95.8%), accuracy (96.3%)
and agreement (k = 0.83). The results of semi-nested-RT-PCR showed that nine of
the 101 samples were positive for the presence of NDV. By comparing the semi-
nested-RT-PCR with serological tests, high relative specificity values of 93.9% and
96.8% were obtained with regard to HI and BLF-Con A-ELISA tests, respectively, as
well as a maximum relative sensitivity (100%) was observed regarding these
serological tests. These data demonstrate that the BFL-Con A-ELISA and semi-
nested-RT-PCR developed in this study were effective in the diagnosis of NDV
infection, detecting either specific antibodies, or this virus, respectively, and have a
great potential to be used advantageously in the diagnostic of NDV infection in
pigeons and other species of non-galliforme birds.

Key-words: Pigeon, ELISA, Immunodiagnostics, Lectins, RT-PCR, Newcastle

disease virus



1. INTRODUCAO

A Doenca de Newcastle (DN) é uma enfermidade viral, aguda, altamente
contagiosa que acomete aves de vida livre e comerciais, ja tendo sido comprovada a
presenca do seu agente etiologico em mais da metade das 50 ordens da classe Avis
(MAYO, 2002). O agente etiologico esta classificado como um virus do sorotipo
Paramyxovirus aviario tipo 1- APMV-1, que pode variar de uma infeccdo branda
(lentogénica), para intermediaria (mesogénica), a uma infeccdo altamente
patogénica (velogénica).

Dada a sua importancia, essa enfermidade foi amplamente estudada em
frangos de corte e galinhas de postura. Entretanto, o papel de aves ornamentais,
migratorias ou selvagens na disseminacéo do virus da doenca de Newcastle (VDN)
no ambiente constitui um campo de estudo pouco explorado, seja enfocando-se o
agente isoladamente, seja particularizando-se caracteristicas de imunoprotecao.
Dentre essas aves, o pombo (Columba livia) tem sido incriminado como hospedeiro
e disseminador do VDN, ndo s para as aves de producdo, mas também para aves
silvestres, razdo da sua importancia na cadeia epidemiolégica da enfermidade
(TORO et al., 2005; CARRASCO et al., 2009).

As provas sorologicas comumente utilizadas para a deteccdo e/ou
mensuracao de anticorpos séricos de aves domésticas contra o VDN séo o teste de
Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI) e o método indireto de ELISA, sendo o ultimo
geralmente obtido sob a forma de kits comerciais (CZIFRA et al., 1996). No entanto,
em relacdo as aves ndo-galiformes de vida livre, 0 uso desse teste para o
diagndstico encontra-se limitado, pois ndo ha disponibilidade de anticorpos
secundarios espécie-especificos. Neste caso, ainda € amplamente utilizado o teste
padrédo, o HI.

Em face dessas dificuldades, o método competitivo de ELISA com base no
uso de anticorpo monoclonal especifico para VDN (Mab) foi desenvolvido e tem sido
utilizado como método alternativo para detectar anticorpos especificos em amostras
de soro de aves exoéticas ou selvagens, ja que este ensaio imunoenzimatico ndo

requer o uso de anticorpos secundarios espécie-especificos. No entanto, o



crescimento e manutencdo das células de hibridoma para produzir continuamente
Mabs sdo muito trabalhosos, ou ainda, a aquisicdo destes anticorpos € cara
(SNYDER et al., 1983; SOUSA et al., 1999, 2000).

Por outro lado, as lectinas sdo glicoproteinas bastante versateis sob o ponto
de vista funcional e que se notabilizam pela capacidade de se ligarem a estruturas
de carboidratos presentes em oligossacarideos, glicoproteinas ou glicoconjugados
(SHARON & LIS, 1990). A lectina Concanavalina A (Con A) tem sido empregada,
com sucesso, em técnicas de imunoensaio para capturar antigenos glicosilados.
Muitos pesquisadores demonstraram que a técnica de ELISA utilizando Con A é um
método simples e de baixo custo para o diagnostico de agentes virais. Apesar da
elevada especificidade e eficiéncia, as lectinas ndo foram ainda usadas em técnicas
imunoenziméaticas para o soro-diagnoéstico do VDN, ou mesmo para a mensuragao
de anticorpos especificos contra esse virus, tendo sido somente demonstrado que o
VDN é capaz de se combinar com algumas lectinas; dentre elas a Con A.

Outros meios de diagnostico laboratorial da DN em aves de vida livre incluem
os procedimentos moleculares, que possuem a vantagem de conferir maior rapidez
e sensibilidade, além de um alto nivel de especificidade na obtencéo de resultados
(VIANNA et al., 2000). Dentre as técnicas de biologia molecular, a RT-PCR vem
sendo amplamente utilizada como ferramenta alternativa de diagndstico para um
grande numero de viroses de interesse veterinario, e passou a ser aceita e
considerada o método padrdo para o diagnostico da DN, sobretudo quando faz a
avaliacdo da sequéncia de nucleotideos codificadora da sequéncia de aminoacidos
presentes na regido de clivagem da proteina de fusao (F) do VDN (CREELAN et al.,
2002; OIE, 2012).

Com relacdo aos procedimentos para a realizacdo da técnica de RT-PCR,
existe a possibilidade de se usar uma variacdo da abordagem convencional,
conhecida como nested-RT-PCR, ou semi-nested-RT-PCR, que vem a ser um
procedimento que envolve duas etapas, no qual um par de oligonucleotideos
iniciadores flanqueando uma regido maior e mais externa de um determinado alvo
génico € usado para amplificar um fragmento na primeira PCR e, em seguida, a
partir de uma aliquota da primeira PCR, um segundo par de iniciadores flanqueando

uma regido menor e mais interna desse mesmo gene é usado para amplificar um



fragmento menor em uma segunda PCR. Esse procedimento resulta em um
aumento consideravel da sensibilidade, e em um menor limiar de deteccao desse
gene alvo, quando comparada com a técnica convencional de PCR (OHTA et al.,
1995; MARTINS et al., 2000).

O presente estudo objetivou desenvolver um novo método alternativo de
imunoensaio competitivo, usando a lectina concanavalina A como reagente de
captura e soros de galinha hiperimunizadas contra o VDN, como anticorpo detector,
para deteccdo de anticorpos contra esse virus em amostras de soro de pombos, e
também desenvolver e aplicar a técnica de semi-nested-RT-PCR para a detec¢do do

VDN em amostras de suabes cloacais dessas mesmas aves.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da doenca de Newcastle

A doenca de Newcastle (DN), também conhecida como pseudo-peste aviéria,
pneumoencefalite aviaria ou desordem respiratorio-nervosa, € um dos principais
problemas sanitarios da avicultura mundial. E uma enfermidade viral, aguda,
altamente contagiosa que acomete varias espécies de aves domésticas e silvestres,
produzindo sinais respiratorios (tosse, espirro, estertores), podendo ser
acompanhados por manifestacbes nervosas, diarréia, edema da cabeca, entre
outros (ALDOUS & ALEXANDER, 2001; ARNS et al, 2007).

E considerada em todo o mundo uma das mais importantes doencas virais em
aves, ndo so devido a sua alta mortalidade e gravidade, mas também por causa do
grande impacto econémico que pode resultar, sendo de notificacdo compulséria, e
impondo restricbes e embargos comerciais as areas e paises onde 0s surtos
ocorrem (BRAZIL, 2007; OIE, 2008).

A DN possui uma distribuicdo mundial e ja foi descrita nos principais paises
produtores de aves do mundo. A doenca afeta principalmente galinhas e perus e tem
como caracteristica mais importante se tornar endémica uma vez introduzida em
uma determinada area, dificilmente podendo ser erradicada (JULY, 1971; BACK,
2004).

Além disso, foi relatado que existe uma grande variacdo entre as diversas
estirpes do VDN, no que se refere a patogenia (ZHUHUI et al., 2004). Fatores como
viruléncia da amostra, espécie acometida, “status” imunoldgico, predilecdo do virus
pelo sistema respiratério, nervoso central ou digestério, causam variacoes
significativas na apresentacdo de sinais clinicos (SWAYNE & KING, 2003;
ALEXANDER, 2009).

2.2 Aspectos Historicos



As primeiras descri¢cdes cientificas da DN foram feitas em 1926, na llha de
Java, na Indonésia, por Kraneveld; e em 1928, em Newcastle, na Inglaterra, por
Doyle (ALEXANDER, 1997, SEAL et al., 2000), que utilizou o nome Doenca de
Newcastle, como forma de evitar um nome descritivo que induzisse a confusdo com
outras enfermidades (DOYLE, 1935).

Desde a primeira identificagdo da doencga, foram relatadas na literatura trés
panzootias (ALEXANDER, 1997). A primeira panzootia ocorreu por volta de 1926,
atingindo aves comerciais do Sudeste Asiatico, Oriente Médio e Europa,
principalmente na Inglaterra. A segunda panzootia ocorreu na década de 60 e
atingiu varios paises no Oriente Médio, provavelmente pelo intenso comércio de
espécies de psitacideos, oriundos principalmente da América do Sul, América
Central e Sudeste da Asia, transportados por avides até seus destinos, o que afetou
drasticamente a industria avicola na maioria dos paises. A enfermidade passou a ser
controlada por meio de vacinas e fiscalizagdo mais rigorosa na importacdo aves
exoticas. A terceira panzootia emergiu no final da década de 70 e foi relatada em
pombos-correio, sendo que, nesse caso, a forma de difusdo mais frequente do
agente ocorreu por meio da exposicdo e comercializacdo dessa espécie aviaria. Na
Inglaterra, em 1984, uma amostra viral de pombos foi responsavel por vinte surtos
da doenca em frangos de corte, sendo que os pombos infectados contaminaram a
racao que foi ingerida pelos frangos (ALEXANDER, 2002).

O primeiro surto da DN, no Brasil, ocorreu concomitantemente em Belém do
Para e em Macapa, por volta de 1953 (SANTOS et al, 1954), sendo o primeiro
isolamento do virus realizado por Silva (1954). A partir desta data, a enfermidade
passou a ser verificada em varias regibes do pais, sempre associada a perdas
importantes para os produtores (ITO et al, 1986). A entrada do VDN no pais foi
atribuida a importacdo de carcacas de aves contaminadas procedentes dos EUA
para hotéis da capital paraense (CUNHA & SILVA, 1955). Posteriormente, foi isolado
o VDN em aves ornamentais de cativeiro do estado do Rio de Janeiro (COUCEIRO
et al, 1990), em flamingo (Phoenicopterus ruber) e avestruzes (Struthio camelus)
(DORETTO JR. et al, 1999 ).

No Brasil, ha registros de deteccdo de anticorpos especificos e de isolamento

do VDN em aves silvestres no estado do Rio de Janeiro e de Pernambuco, sendo



que essas espéecies de aves foram consideradas reservatorios desse virus para as
aves de producdo comercial (OLIVEIRA JR. et al, 2003; SILVA et al, 2006). Além
disso, em outro estudo no municipio de Galinhos, estado do Rio Grande do Norte, foi
detectada presenca de estirpes do VDN de baixa patogenicidade do VDN em
suabes cloacais de aves migratorias (ARAUJO et al., 2004; SILVA et al., 2006).

Segundo alguns autores, a DN ainda continua endémica no Brasil, bem como
em toda a América do Sul, servindo, por isso, como fonte constante de
disseminacdo do virus, principalmente por meio do trafico de aves silvestres
(CLAVIJO et al, 2000).

2.3 Etiologia, Aspectos estruturais e Patogenia

O agente etiolégico da DN estd classificado como um virus do sorotipo
Paramyxovirus aviario tipo 1 - APMV-1 (ZHUHUI et al., 2004). A familia
Paramyxoviridae é subdividida em duas subfamilias: Pneumovirinae, composta de
um unico género, o Pneumovirus, incluindo os pneumovirus aviarios; e a subfamilia
Paramyxovirinae, a qual possui trés géneros, dentre eles o Avulavirus, que
incorporou o virus da Doenca de Newcastle recentemente. O Paramyxovirus aviario
€ subdividido em 9 grupos, sendo os sorotipos descritos como APMV-1 a APMV-9
(PAULILLO & DORETTO JUNIOR, 2009). Além destes, existe ainda estirpes
denominadas Paramyxovirus Tipo 1 provenientes de pombos (PPMV-1 — “Pigeon
Paramyxovirus Type 1”). Essas estirpes sdo variantes do APMV-1, que apds
sucessivas passagens em outras espécies de aves, sofreram um mecanismo de
adaptacdo aos pombos, 0s quais tornaram-se resistentes a essas estirpes (BOX et
al., 1988; ALEXANDER, 2009; International Commitee on Taxonomy of Viruses -
ICTV, 2010).

A definicdo mais recente da DN é uma infeccdo que apresenta indice de
Patogenicidade intracerebral (IPIC) em aves jovens da espécie Gallus gallus - SPF
(“Specific Pathogen Free”), de um dia de idade, maior que 0,7. Alternativamente ao
IPIC, considera-se como agente etiolégico da DN o APMV-1 que demonstra atraves
de sequenciamento de nucleotideos do genoma viral, uma sequéncia codificadora

de amino&cidos basicos na posicdo carboxi-terminal da proteina F,, sendo



fenilalanina na posicdo 117 da extremidade amino-terminal da proteina F;. Nesse
caso, o termo “multiplos aminoacidos basicos” usado para caracterizar a proteina F
das estirpes mais virulentas do VDN, refere-se aos trés ultimos residuos de arginina
ou lisina entre as posi¢cdes 113 e 116 dessa mesma proteina (ALEXANDER, 2003).

Os Paramyxovirus sdo compostos por RNA gendémico de fita simples, ndo
segmentado e de polaridade negativa e que contém 15,2 kilobases, equivalente
5x10° daltons. O VDN é envelopado, pleomérfico, muitas vezes esférico e se
apresenta com diametro entre 100 a 500 nanbmetros (SANSON, 1988;
ALEXANDER, 2003; ARNS et al., 2007). Conforme Silva et al. (2006), este virus se
caracteriza pela capacidade de aglutinar hemécias de aves, devido a presenca da
proteina hemaglutinina, que junto com a neuraminidase, se projetam da superficie
do virus.

O genoma viral é constituido de seis genes (3’-NP-P-M-F-HN-L-5’) que
codificam as seguintes proteinas: NP, proteina do nucleocapsideo; P, proteina
fosforilada associada ao nucleocapsideo; M, a proteina da matriz; F, proteina de
fusdo, que constitui as menores projecdes de superficie; HN, hemaglutinina-
neuraminidase, que formam também projecdes vistas na superficie das particulas
virais; e L, polimerase associada ao nucleocapsideo (LEEW & PEETERS, 1999;
YUSOFF & TAN, 2001).

As duas proteinas estruturais de membrana tém papéis bastante importantes
na relacdo com o hospedeiro: a glicoproteina Hemaglutinina-Neuraminidase (HN),
envolvida na adsorcdo as células alvos e liberacdo dessas mesmas células e a
glicoproteina de fuséo (F), mediadora da fusdo do envelope viral com as membranas
da célula hospedeira. A glicoproteina F € sintetizada como um precursor, a Fo, e sé
tem capacidade de fusdo apds a clivagem em dois polipeptideos: F; e F,. Entretanto,
além da clivagem de Fy, ainda é fundamental a acdo de HN para que ocorra a fusédo
(LEEUW & PEETERS, 2005). A proteina HN desempenha papel importante na
infeccdo viral. Esta proteina € responsavel pelo reconhecimento dos receptores que
contém &cido sialico na superficie das células alvos; pela promocédo do mecanismo
de fusdo mediado pela proteina F, o qual possibilita a penetragdo do virus e também

pela remogdo do &cido sialico das novas particulas virais, evitando que ocorra a



auto-aglutinacdo do virus. A demonstracdo dessa dependéncia confirmou a hipGtese
de que a viruléncia do VDN é multigénica (HUANG et al., 2004).

A proteina de nucleocapsideo (NP) é uma das mais importantes proteinas do
VDN. Essa proteina mantém uma relacdo estreita com o genoma viral durante a
replicacdo do virus, através da sintese de nucleocapsideo RNAse resistente,
proporcionando prote¢cdo as novas particulas virais sintetizadas em agéo conjunta
com as proteinas P e L. Quanto a proteina de matriz (M), esta presente em maior
quantidade no interior do virus, com a funcdo de organizar a morfogénese do virion
(KHO et al., 2001). A replicagéo viral ocorre no citoplasma da célula hospedeira. A
transcricdo ocorre por meio da atuagdo da enzima transcriptase, que produzird
moléculas com capacidade de atuar com o RNA mensageiro e utilizar mecanismos
da propria célula parasitada para traducdo das proteinas virais, as quais serao
transportadas até a membrana plasmatica celular, que se modificard devido ao
pareamento nucleocapsideo, culminando assim na liberagdo de novos virions
(PEEPLES, 1988).

Em relacdo a replicacdo do VDN, Domingo (2002) demonstrou que devido a
baixa fidelidade da enzima RNA polimerase, existe a possibilidade de formacgéo de
NOVOS genomas e novos virions, 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 pela concomitancia da ocorréncia de mutacdes e maior adaptabilidade
viral as pressdes seletivas, especialmente do sistema imune do hospedeiro, gerando
assim variagdo no genoma viral, por mutacdo espontanea ou por mecanismo de
fuga da resposta imune (PERALES et al., 2005; SNOECK, 2008).

Estirpes do VDN tém sido agrupadas, para fins epidemiol6gicos, em cinco
patotipos com base nos sinais clinicos observados nas aves infectadas (PAULLILLO
& DORETO JUNIOR, 2009; OIE, 2008). S4o eles:

o Velogénico Visceratropico — apresenta-se altamente patogénica,
culminando em altos indices de mortalidade; freqientemente séo observadas lesdes
intestinais e respiratdrias hemorragicas;

o Velogénico Neurotrépico — forma que apresenta alta mortalidade e

usualmente séo observados sinais nervosos e respiratorios;



o Mesogénico — apresenta sinais respiratérios mais brandos,
ocasionalmente sintomatologia nervosa, mas com baixa mortalidade;

o Lentogénica ou vacinal — apresenta infec¢des respiratérias brandas
ou subclinicas;

o Entérica Assintomética — consiste usualmente de infecdo entérica
subclinica.

A adequacédo exata a essa classificacdo de patotipos raramente é vista no
campo, uma vez que essas descricdes referem-se a observacdes em aves SPF
inoculadas com o0s respectivos patotipos. Ainda no campo, sinais clinicos
observados em aves infectadas com estirpes lentogénicas podem ser exacerbadas
com infeccdes por outros microrganismos ou quando condi¢cdes adversas ambientais
estdo presentes (ALEXANDER, 2009).

2.4 Epidemiologia

2.4.1 Hospedeiros

Além de afetar um grande numero de espécies aviarias, a infeccao pelo VDN
tem sido descrita também em outras espécies, incluindo répteis (principalmente
serpentes) e mamiferos (cdes, gatos e humanos). Aparentemente a replicacédo
desse virus nestes hospedeiros ndo tem importancia epidemiolégica para a
ocorréncia da doencga nas aves (SPREADBROW, 1999). Apesar de nao existirem
levantamentos sobre a ocorréncia da DN em humanos, existem evidéncias de que
amostras vacinais e amostras virais de campo podem infectar e causar sinais
clinicos em humanos, como dores de cabeca, lacrimejamento, conjuntivite e edema
de palpebra (HERNANDEZ et al., 1987).

O VDN tem sido detectado em 27 das 50 ordens de aves existentes, sendo
que, até o momento, 241 espécies aviarias tiveram registro de infecgdo pelo virus
(KALETA & BALDAUF, 1988). Esse dado é corroborado em um estudo realizado por
Schelling et al. (1999), no qual verificaram indices de soropositividade para o VDN
variando de 10,2 a 100% em 115 diferentes espécies aviarias domésticas e

silvestres. Ademais, foram realizados isolamentos de virus em aves migratérias,
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aves aguaticas, aves silvestres, aves de competicAo e em aves de criacdo
comercial, incluindo pombos e avestruzes (SENNE et al., 1983; PANIGRAHY et al.,
1993).

Inimeras espécies aviarias de vida livre tém sido descritas como susceptiveis
a infeccdo pelo VDN e existe a possibilidade de esse virus permanecer sob forma
latente nestas aves, que, sob determinadas condi¢cdes, podem sofrer mutacdes, as
quais podem levar a formacao de estirpes virulentas do VDN (ALEXANDER et al.,
1985; MONNE et al.,, 2006). Dentre as aves mais susceptiveis a DN, estdo o0s
galindceos, faisbes, papagaios e ratitas. As aves de susceptibilidade intermediaria
incluem corujas, falcbes, aguias, cegonhas, pinglins, pardais e passaros. E ainda,
dentre as aves que apresentam pouca susceptibilidade, estdo as aves aquaticas em
geral, pelicanos, gaivotas e grande garca azul (CROSS, 1991).

A partir do momento que as aves de vida livre podem ser responsabilizadas
pela introdugéo da DN, estudos comparativos das estirpes de VDN isoladas de aves
e estirpes utilizadas no preparo de vacinas vivas tornaram-se de crucial importancia
(PANSHIN et al., 2002; KAPCZYNSKI et al., 2006).

2.4.2 Transmissao

O VDN é capaz de sobreviver no meio ambiente, agua e matéria organica,
dependendo das condi¢cdes de temperatura e umidade, por um longo periodo de
tempo e quase indefinidamente em materiais congelados (ALEXANDER, 2003).

A principal via de transmissdo do VDN é a horizontal, atraves de aerossois
(goticulas de saliva ou de secrecdes respiratérias) expelidos pelas aves doentes, 0s
guais contaminam o0 ar, a agua e os alimentos. Assim sendo, as aves podem se
infectar ao beberem &gua ou comerem alimentos contaminados. O contato direto
entre as aves doentes e sadias também é uma das causas de contaminacdo com a
doencga. Spradbrown (1999) argumenta que, em pequenas criacbes de galinha, a
disseminagdo pelo ar € uma forma importante de manutencdo do virus na
propriedade.

Adicionalmente, a DN pode ser também difundida por fezes contaminadas,

através de sua ingestdo direta ou indiretamente, através da racdo ou agua
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contaminada, ou ainda pela inalacdo de pequenas particulas produzidas pelas fezes
secas (MALAVAZZI, 1999).

A transmissdo do virus através dos ovos € excepcional, pois ocorre a
mortalidade embrionaria, e poucos sdo os embrides infectados que alcancam a
ecloséo. Entretanto, esses poucos pintos que saem das chocadeiras constituem um
importante fator na disseminacao da doenca (CORREA, 1970).

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 infecgdo (ALEXANDER, 2003).

2.4.3 Disseminacéao

A DN é considerada uma doenca de distribuicdo mundial, com &reas
endémicas, ou areas consideradas livres da doenca. O VDN virulento € endémico e
causa frequiente epidemias na Africa, Asia, América Central e partes da América do
Sul e Oriente Médio. Graves epidemias aconteceram na Dinamarca em 2002 e na
California em 2003. Desde entdo, epidemias tem ocorrido na Austria, Barém,
Bulgéria, Finlandia, Grécia, Italia, Japdo, Noruega, Africa do Sul, Suécia, Tailandia e
Venezuela (OIE, 2008).

O VDN possui a capacidade de se difundir por todo o0 mundo por meio de
aves susceptiveis, pessoas, equipamentos, ar, racdo, animais mortos contaminados
e até por espécies nado aviarias, entre as quais, pequenos roedores, insetos e
artropodes, que transitam entre as aves infectadas e as ndo infectadas susceptiveis
(LANCASTER, 1964; LANCASTER & ALEXANDER, 1975; ALEXANDER, 1991;
ALEXANDER, 1997; SALLE, 2002). Durante o curso da infeccdo por uma estirpe
velogénica do VDN, a maioria das aves excreta grande quantidades de virus nas
fezes, que se constituem no principal meio de disseminacédo do VDN entre as aves
(NISHIZAWA et al., 2007).

As aves de vida livre sdo uma fonte importante do VDN, tendo sido
demonstrado que elas podem ajudar a introduzir e a disseminar a DN em criacdes
domeésticas de determinada regido (DEGEFA et al., 2004; CAMENISCH et al., 2008;

ORSI et al., 2010). A alta densidade em criatorios e a localizagdo de plantéis
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avicolas industriais em areas de concentracdo de aves silvestres tém sido
apontadas como responséaveis pelo aumento significativo da DN (SEAL et al., 1998;
CLAVIJO et al., 2000; VERWOERD, 2000).

De fato, os columbiformes tém sido incriminados como hospedeiro e
disseminadores da DN, ndo s6 para as aves de producdo, mas também para aves
silvestres, razdo da sua importancia na cadeia epidemiolégica dessa enfermidade.
Por serem de vida livre, os pombos podem carrear o VDN para dentro das granjas
comerciais e ainda, em condi¢cdes favoraveis, transmitir para aves de vida livre,
estirpes virais presentes em granjas (ALEXANDER et al., 1985; SICK, 2001; TORO
et al., 2005; CARRASCO et al., 2009; SOUZA et al., 2010). Avaliagdes realizadas na
ItAlia, em estudo comparativo de estirpes isoladas de pombos sinantropicos
(Columba livia) e pombos selvagens (Streptopelia decaocto), revelaram que, embora
muitas vezes estas aves ocupem o mesmo habitat, podem albergar estirpes do VDN
de linhagens filogenéticas distintas (TERREGINO et al., 2003).

Para que ocorra a manutencdo do virus em uma determinada populacéo
aviaria ha necessidade da existéncia de reservatorios e/ou disseminadores, cuja
participacdo e identificacdo na patogenia da doenca sdo pouco compreendidas.
Diante disso, o que favorece a manutencdo do VDN é: presenca de individuos
portadores, introducdo de aves susceptiveis; multiplicidade das espécies aviarias
(aves comerciais X aves de vida livre), heterogeneidade de estirpes de VDN, dentre
outros fatores (AWAN, 1994).

2.5 Aspectos clinicos e patoldgicos da infec¢cdo pelo VDN

Os sinais clinicos em aves infectadas com o VDN variam amplamente e sao
dependentes de fatores tais como: patotipo viral, espécie hospedeira, idade das
aves, infecgdes intercorrentes com outros microrganismos, estresse ambiental e
competéncia imunolégica do hospedeiro. Em algumas circunstancias, infec¢cdes com
virus extremamente virulento podem resultar em alta mortalidade subita e, até
mesmo, poucos sinais clinicos (BEARD, 2008). Ainda que os sinais clinicos nao
sejam considerados patognomoénicos da DN, os sinais nervosos e/ou entéricos

podem estar associados a estirpes velogénicas (BEARD & HANSON, 1984).
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Um quadro inespecifico também pode estar associado com sinais como
depressao, diarréia, prostacdo, edema de cabeca, queda da producdo de ovos
caminhando para uma parada completa (MCFERRAN, 1989).

Caso a DN nao seja endémica em uma determinada area, os sinais clinicos e
as lesbes podem ser altamente significativos (ALEXANDER et al., 2004). Os sinais
clinicos tipicos sdo: estado de prostracao e depressdo com penas ericadas, diarréia
branco-esverdeada, e nas sobreviventes, a cabeca girada para um lado conhecido
como torcicolo, paralisia das patas, asas ou outros sinais neuroldgicos. Outras
caracteristicas tipicas da doenca incluem: rapida propagacédo, morte em periodo de
2-3 dias, mortalidade superior a 50%, e um periodo de incubacédo de 2-3 dias, ou,
em ocasides raras, de 2-15 dias. A necropsia, os achados mais comuns s&0: muco
na traquéia, hemorragias no intestino e no proventriculo (BEARD & HANSON, 1984;
NISHIZAWA et al., 2007).

Deve-se destacar que os sinais clinicos descritos para a doenca de Newcastle
sdo muito parecidos ou idénticos a outras enfermidades infecciosas que acometem
as aves, como: bronquite infecciosa, laringotraqueite, influenza aviaria, coriza,
doenca cronica respiratoria, dentre outras, que causam principalmente sintomas
digestivos e respiratdrios, indistinguiveis da doenca de Newcastle. Portanto, sinais
clinicos isolados ndo apresentam uma base confiavel para o diagnéstico da doenca
(JORGE et al., 2002; ALEXANDER, 2009).

A infeccdo de algumas espécies de aves silvestres com estirpes mais
virulentas do VDN pode ndo mostrar quaisquer sinais clinicos, porém essa espécie
animal pode difundir o virus da Doenca de Newcastle para plantéis susceptiveis
(SICK, 2001; PAULILLO & DORETTO JUNIOR, 2009).

A cura da DN, que, alias, € rara nas aves que sofreram lesdes nervosas
graves, é acompanhada por sequelas diversas, como crescimento retardado,
postura reduzida, com ovos anormais e de baixa capacidade de eclosédo (CORREA,
1970).

O periodo de incubacdo do VDN pode ser de até 15 dias, entretanto a média
€ de 2 a 6 dias. Em galinhas susceptiveis, 0 surto pode ser extremamente severo;
100% das aves afetadas podem morrer em até 72 horas sem apresentar qualquer

sinal clinico. Pombos podem apresentar mortalidade de até 80%, enquanto que
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canarios geralmente apresentam doenca branda com baixa mortalidade, e o perdiz
(Rhynchotus rufescens) ndo apresenta sinais clinicos, nem mortalidade quando
infectada experimentalmente com virus patogénico. Entretanto esta espécie, quando
infectada experimentalmente, foi capaz de difundir o virus da doenca de Newcastle
para galinhas SPF. Psitacideos podem desenvolver uma infeccdo cronica renal com
potencial de eliminacdo de particulas virais por longo periodo (CORREA, 1970;
SICK, 2001; ALEXANDER, 2009).

O aparecimento da doenca em uma criacdo geralmente se verifica apés 5
dias, em média, a partir da introducéo do virus. A mortalidade entre pintos varia de
10 a 50% nos casos cronicos e a quase 100% nos casos de infeccdo com estirpes
de viruléncia mais elevada do VDN (MALAVAZZI, 1999).

2.6 Imunidade na Doenca de Newcastle

Durante a infeccéo pelo VDN, a resposta imune inicial € mediada por células
e detectavel de dois a trés dias apos a inoculacédo de vacinas vivas (GUHMMAN et
al., 1976). Porém, foi demonstrado que a resposta celular por si s6, ndo € o
suficiente para conferir protecdo contra a infeccdo pelo VDN. A presenca de
anticorpos neutralizadores do virus e/ou inibidores da hemaglutinacdo séao
necessarios para gerar a protecéo contra o a DN (REYNOLDS & MARAQA, 2000).

Anticorpos  direcionados contra as glicoproteinas  hemaglutinina-
neuraminidase (HN) e fusdo (F) podem neutralizar o VDN (SANTOS et al. 1996;
ALEXANDER, 1997). Anticorpos monoclonais especificos para reconhecer a
glicoproteina F tém se mostrado mais eficientes em induzir maior neutralizacdo do
gue os que reconhecem a glicoproteina HN. Os titulos de anticorpos dependem da
amostra infectante, mas normalmente o pico da resposta humoral é alcancado entre
trés e quatro semanas. Anticorpos inibidores da hemaglutinagdo podem ser
detectados em aves por até um ano apdés uma série de imunizacdes ou infeccéo
com a forma mesogénica (LEE et al.,, 2008). Anticorpos contra o VDN tém sido
encontrados nas secregdes respiratorias e intestinais, sendo 1gG e IgA as principais
imunoglobulinas identificadas (AL-GARIB et al., 2003; SHARMA, 2003; JEON et al.,
2008).
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2.7 Medidas de controle

Aliada as medidas de biosseguridade que as granjas devem possuir, a
vacinacdo sistematica contra o VDN e o monitoramento do grau de protecdo poés-
vacinal, por meio de reacdes soroldgicas, sdo os instrumentos mais eficientes no
controle da DN (ALEXANDER, 2009).

As vacinas mais utilizadas sao preparadas com estirpes virais lentogénicas,
embora vacinas preparadas com o virus inativado também tém sido utilizadas em
poedeiras (REHMANI, 1996). Usualmente, para aves de corte, recomenda-se uma
vacinacdo na agua de beber aos 10 a 12 dias e uma revacinacao aos 30 a 35 dias
de idade. Ja no caso das galinhas poedeiras, além destas duas vacinac¢des citadas,
ha necessidade de que se vacinem aos 90 ou 120 dias, através de via intramuscular,
no peito (MALAVAZZI, 1999). Uma grande desvantagem da utilizagdo destas
vacinas usuais contra a DN é que fica impossivel a diferenciacdo por provas
sorologicas de aves vacinadas das infectadas. Desse modo, a producédo de vacinas
recombinantes, expressando as proteinas HN e F se apresenta com resultados
promissores, gerando na maioria das aves uma protecao eficaz contra a doenca e
permitindo a diferenciacdo de aves vacinadas das infectadas com o VDN (LEE et al.,
2008).

No Brasil, até recentemente, os esforcos para a profilaxia da DN estavam
orientados para a imunizacdo ativa, mediante o emprego convencional de vacinas
vivas de carater lentogénico, tendo sido empregadas, sobretudo as estirpes Bl e
LaSota. No entanto, algumas estirpes vacinais ndo sao indicadas para aves de um
dia. Outras, ndo sdo apropriadas para serem administradas pela via spray.
Alternativamente, para a primeira vacinacao, as estirpes B1, Ulster ou VG-GA, que
sao mais atenuadas, podem ser utilizadas. Por outro lado, a estirpe LaSota, por ser
menos atenuada, deve ser utilizada para a segunda vacina¢cdo (JORGE et al., 2002;
NUNES et al., 2002).

A vacinacdo e melhoria das condigbes zootécnicas para criadores de aves
caipiras, o isolamento sanitario de criagcdes industriais das aves de vida livre e a
vigilancia sorolégica constante poderiam contribuir para reducdo do problema
(OLIVEIRA JR. et al., 2005).
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2.8 Diagndéstico laboratorial

O objetivo do diagnostico da DN é nortear as decisdes a serem tomadas para
o controle da doenca e, desse modo, a sua disseminacdo (ALEXANDER, 1997).
Portanto, um diagndstico confidvel, seguro e de facil realizacdo deve ser
considerado, pois quanto mais rapido for realizado, mais eficazes serdo as medidas
de controle da doenca a serem postas em execucdo, evitando-se assim e a
disseminacao da enfermidade (KHO, et al., 2000).

A DN estd enquadrada na O.LE. como de notificacdo compulséria. O
laboratério de referéncia para diagnéstico do VDN, no Brasil, € o Laboratério
Nacional Agropecuéario (LANAGRO), que € uma unidade do MAPA localizado em
Campinas, Séo Paulo. A confirmacéo deve ser feita pelo isolamento e identificacdo
do agente viral e através de testes de patogenicidade como: indice de
Patogenicidade Intracerebral (IPIC), indice de Patogenicidade Intravenosa (IPIV) e o
Tempo Médio de morte Embrionaria (TMME) (BRASIL, 2007). Reacfes soroldgicas
positivas servem para fazer o imunodiagndstico e ainda detectam casos subclinicos
da infeccao por este virus (THAYER, 1986).

2.8.1 Isolamento e caracterizacao viral

O isolamento viral é realizado em ovos embrionados livres de agentes
infecciosos especificos — SPF com 9 a 11 dias de incubacao, através da inoculacéo
da amostra na cavidade corion-alantéide. O liquido corion-alantoide é colhido a partir
de 48 horas ou ap6s a morte dos embrides, sendo armazenado e depois analisado
pelo teste de hemaglutinacdo (HA). Com resultado positivo, prossegue-se com o Hl,
positivo nesse teste também, realiza-se a técnica de neutralizacdo viral e teste
caracterizacdo de patogenicidade, através de inoculagdo em ovos embrionados e
aves (ALEXANDER, 2003; OIE, 2008).

2.8.2 Técnicas moleculares aplicadas ao diagndéstico da Doenca de
Newcastle
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Varios métodos tém sido desenvolvidos para o diagnostico direto laboratorial
do VDN, com destaque para as técnicas de deteccao e identificacdo viral, incluindo-
se os procedimentos de biologia molecular como a hibridizacdo de acidos nucléicos,
analise de RNA gendmico viral e o uso de anticorpos antipeptideos de regides das
proteinas HN e F (YUSSOF & TAN, 2001), varios tipos de PCR (“Polymerase chain
reaction”), incluindo a técnica convencional de PCR, a nested-PCR e a PCR em
tempo real, sendo que algumas dessas técnicas podem ser seguidas por analises de
genotipagem por técnicas como RFLP e seqienciamento de nucleotideos de
determinados alvos génicos do VDN (KANT et al.,, 1997, GOHM et al.,, 2000;
ALDOUS et al., 2001; PHAM et al., 2005).

Todavia, o processo de isolamento viral do VDN e posterior determinacdo do
IPIC é extremamente laborioso, demorado e de alto custo, sendo que algumas
amostras necessitam de seis passagens em ovos embrionados (ALDOUS &
ALEXANDER, 2001; CREELAN et al., 2002). Em adicdo a isso, procedimentos
moleculares de diagndstico, dentre eles a técnica de PCR tém despontado como
uma alternativa interessante em comparacdo a metodologia convencional de
caracterizacao viral, com vantagens em relagcdo ao tempo de execucao e ao custo
(VIANNA et al., 2000).

A PCR constitui-se em uma técnica muito eficaz para produzir grandes
guantidades de fragmentos amplificados de DNA, a partir de uma pequena
concentracdo de um DNA molde presente em uma amostra inicial. O processo utiliza
uma DNA polimerase termoestavel (Taq polimerase) e oligonucleotideos iniciadores
especificos (“primers”) que se ligam as extremidades 5’ e 3’ de uma determinada
regido do genoma a ser amplificada (JACKWOOD, 1992).

A partir de 1991, quando a combinacdo da técnica de transcricdo reversa
seguida pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) foi primeiramente utilizada
no diagnéstico de material genético do VDN (JESTIN & JESTIN, 1991), este
procedimento tem sido reproduzido, aperfeicoado e amplamente utilizado na rotina
do diagndstico laboratorial da DN (CAVANAGH, 2001). Como o VDN é um RNA
virus, ele se tornou um ponto de partida bastante apropriado para ser usado na
maioria das técnicas moleculares, destinadas ou a simples deteccédo de partes do

genoma desse virus, ou para diferenciagdo de suas estirpes. Por meio da
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transcricao reversa, o RNA viral passa a DNA complementar (c-DNA), que pode ser
utilizado na PCR (ALDOUS, 2001). Com isso, a técnica de PCR passou a ser
utilizada como uma ferramenta muito util no diagnéstico do VDN e também de um
grande numero de virus de interesse veterinario (KHO et al., 2000).

Ainda, de acordo com a OIE (2012), a PCR é considerada um dos métodos
padrdo de diagndstico para a DN, sendo que nesse caso, além da deteccdo de
partes do genoma viral, sdo avaliadas as caracteristicas da sequéncia de
aminoacidos presentes na regido de clivagem da proteina F da estirpe do VDN que
esta sendo analisada (CREELAN et al., 2002). Dado que a base molecular da
patogenicidade da DN depende da sequéncia de amino&cidos no sitio de clivagem
da proteina Fy, a técnica de PCR pode ser usada na amplificacdo dessa regido
especifica do gene da proteina F, sendo capaz de identificar todas as estirpes do
VDN ja conhecidas, independentemente das amostras, da patogenicidade ou
hospedeiro envolvido. Essas caracteristicas tornam a PCR com base na
amplificacdo da proteina F aceita para fins de diagnéstico do VDN (COLLINS et al.,
1993; SEAL et al., 2000; OIE, 2008).

Entretanto, a PCR convencional é usualmente ineficiente na deteccdo de
alvos moleculares escassos, como ocorre em infecgcbes e amostras biolégicas, nas
quais ha a presenca de poucos agentes virais infecciosos (FANSON et al., 2000;
LEGAY et al.,2000). Considerando que, aves de vida livre infectadas naturalmente
com o VDN nem sempre eliminam uma carga viral alta durante todo o curso da
infeccdo, e, ademais, a eliminacdo do genoma do VDN nas fezes € detectada em
periodos variaveis, como por exemplo em pombos experimentalmente infectados,
isso ocorre a partir do 5° dia apos a infeccdo, perdurando até o 24° dia, ao passo
gue os anticorpos anti-VDN comecam a ser detectados entre a 22 e 32 semanas pos-
infeccdo (CARRASCO et al., 2008). Dessa maneira, tanto podem ser detectados
resultados falso-negativos pela PCR como pelos testes soroldgicos, em periodo
mais precoces apoés a infecgdo com o VDN, embora as técnicas de diagndstico
molecular detectem mais precocemente a infec¢cdo pelo VDN. Por outro lado, um
outro ponto interessante ainda a se considerar € que resultados positivos para a
deteccdo de anticorpos contra o VDN podem ocorrer concomitante com resultados

negativos em técnicas moleculares, pois a eliminacdo e a presenca de virus em
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suabes cloacais ou traqueais é intermitente, enquanto que os anticorpos uma vez
produzidos atingem um pico de concentracao e, a partir dai, sofrem um declinio em
seus niveis, se ndo houver um novo contato com esse agente.

VariacOes da técnica de PCR podem ser desenvolvidas para o diagndstico da
DN, entre elas o nested-RT-PCR ou o0 semi-nested-RT-PCR, que é constituida por
duas amplificagBes sucessivas do marcador molecular e € defendida por conciliar
ainda maior sensibilidade e especificidade que a PCR simples e o multiplex-PCR
(OHTA et al. 1995; MARTINS et al., 2000). Contudo, estudos demonstraram que o
nested-RT-PCR é cerca de 100 vezes mais sensivel que a RT-PCR convencional
(KHO et al., 2000). Ao aumentar a sensibilidade e a especificidade da primeira etapa
a partir da segunda, a técnica se apresenta como uma alternativa vantajosa em
relacdo a reacdo de PCR simples, ja que a grande sensibilidade torna o nested-PCR
altamente recomendado para a deteccdo de alvos com baixo niamero de copias
genbmicas (DUPIN et al., 2002). Além disso, a transferéncia do primeiro produto
amplificado serve para diluir inibidores de PCR que eventualmente possam estar
presentes na amostra inicial e que podem contribuir para a ocorréncia de resultados
falsos-negativos. Todavia, ha também desvantagens por despender mais tempo,
mais reagentes, e oferecer maior risco de contaminacdo por manipulacdes
excessivas do produto amplificado na primeira PCR (PERSING, 1993; REBOUCAS,
2001; CREELAN et al., 2002).

Além disso e em favor da técnica de nested-RT-PCR, quando comparada a
técnica usual de isolamento viral em ovos embrionados, essa metodologia de
diagndstico molecular se mostrou mais eficiente em termos de reducdo de tempo
para a determinacdo de resultados conclusivos, e em equivaléncia quanto a
sensibilidade e especificidade nos estagios iniciais e intermediarios da infeccao
(BARBEZANGE & JESTIN, 2002).

2.8.3 Técnicas soroldgicas aplicadas ao diagnostico da DN
Uma ampla variedade de testes foi desenvolvida para detectar anticorpos

contra o VDN, entre eles a imunodifusédo radial, hemdlise radial, neutralizagdo em
placa e inibicdo da hemaglutinacao (HI) (ALEXANDER & MANVELL, 2002). O teste
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HI € um dos testes soroldégicos mais utilizados para detectar/titular os anticorpos
contra o VDN, e é considerado como reacdo padrdo para o diagnéstico dessa
enfermidade (XU et al.,, 1997). Porém, atualmente, varios relatos na literatura
indicam que o método indireto de ELISA é também eficaz nessa mesma tarefa,
apresentando, ainda, algumas vantagens relevantes, tais como: € o teste sorologico
mais utilizado em avicultura para VDN e outros agentes etioldégicos, por sua
sensibilidade, especificidade e rapidez (SANTOS & SILVA, 2009).
Comparativamente, o teste de HI apresenta baixa sensibilidade, especialmente
quando soros de outras espécies de aves séo testados, e ainda h4 a possibilidade
de ocorréncia de aglutinacdo inespecifica de hemacias de galinha (CZIFRA et al.,
1996).

Valores dos niveis de anticorpos quantificados pela técnica de ELISA
usualmente sdo correlacionados com os valores obtidos no teste de HI, por ser este
adotado como padrdao no monitoramento pés-vacinal da DN (BROWN et al., 1990;
CVELIC-CABRILO et al., 1992; RICHTZENHAIN et al., 1993; CZIFRA et al., 1998;
SOUSA et al., 1999a).

E valido ressaltar também que o ensaio ELISA pode ser executado através de
varios protocolos, e fazendo uso de diferentes tipos de conjugados
imunoenzimaticos, 0s quais, por sua vez, podem restringir a deteccdo de anticorpos
antivirais a uma dada espécie animal como verificado pelo método indireto do teste,
disponivel sob a forma de kits comerciais, para os quais, conjugados especificos
para a maioria das espécies de aves ndo-galiformes ndo sdo encontrados
comercialmente. Adicionalmente, algumas variantes de métodos de ELISA, como
exemplifica o préprio ensaio indireto, a despeito de certas vantagens mencionadas,
envolvem o preparo e a padronizacdo freqlentes de varias partidas de
antigeno viral purificado por ultracentrifugacdo, tornando sua exequibilidade na
rotina laboratorial, um tanto mais laboriosa.

No entanto, em relacdo as aves de vida livre, 0 uso do método indireto de
ELISA para o soro-diagndstico da DN encontra-se limitado, pois 0s conjugados
imunoenzimaticos conseguem detectar anticorpos presentes nos soros de aves
galiformes e ndo ha disponibilidade desses tipos de conjugados para as outras

espécies de aves, sobretudo as de vida-livre. Em vista dessa dificuldade, tem-se
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utilizado com maior frequéncia o teste de HI, ou na melhor das hipoteses ha o
esforco para a padronizacdo de métodos alternativos de ELISA, usando o formato
de ensaios competitivos (c-ELISA) (KOTHLOW et al, 2008).

Com respeito aos testes de ELISA competitivo, sabe-se que essa técnica faz
uma abordagem mais refinada e sua execucdo nao requer o uso de anticorpos
secundérios espécie-especificos (SHAFER et al, 1998; ZHOU et al, 1998).
Adicionalmente, alguns métodos variantes do ELISA como exemplifica o proéprio
ensaio indireto, a despeito de certas vantagens mencionadas, envolvem o preparo e
a padronizacdo frequentes de varias partidas de antigeno viral purificado por
ultracentrifugacéo, o que representa dificuldades adicionais no preparo desse ensaio
imunoenzimatico.

Dentre os métodos de ELISA competitivo, verifica-se que o método de ELISA
de bloqueio de fase liquida com base no uso de anticorpo monoclonal especifico
para VDN (Mab) tem sido utilizado para detectar anticorpos especificos em amostras
de soro de aves exéticas ou selvagens (CZIFRA et al.,, 1996). No entanto, o
crescimento e manutencdo das células de hibridoma para produzir continuamente
Mabs sdo muito trabalhosos e oneorosos, ou ainda, a aquisicdo deste tipo de
anticorpos monoclonais € cara (SNYDER et al., 1983; CARDOSO et al., 1999;
SOUSA et al., 1999; GROVES & MORRIS, 2000). Ademais, em relacdo ao uso de
Mab, sabe-se que o método de ELISA competitivo utilizando esses anticorpos, néo é
capaz de reconhecer todas as cepas de APMV-1, ja que os Mabs sdo conhecidos
pela sua especificidade para epitopos individuais (OIE, 2008).

Por outro lado, constata-se que as lectinas tém sido empregadas em técnicas
de ELISA, para capturar antigenos glicosilados, permitindo que sejam usadas
preparacdes ndo purificadas desses mesmos antigenos. As lectinas séo
glicoproteinas derivadas de plantas, animais ou microrganismos, que interagem,
especificamente, com os carboidratos, em especial alguns monossacarideos, que
estejam presentes na superficie de células humanas, de animais e de plantas, bem
como de bactérias e virus (RHODES & MILTON, 1998). Dentro desse contexto,
verifica-se que o ELISA-Lectina foi utilizado com sucesso no diagnostico laboratorial
de antigeno do cancer pancreatico, do virus da imunodeficiéncia adquirida humana

(HIV), do virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e do virus da bronquite infecciosa
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aviaria (GILIAN, 1993, PARKER et al., 1992, SIBILE et al., 1995, BRONZONI et al.,
2005).

Apesar da elevada especificidade e eficiéncia, as lectinas ndo foram ainda
usadas em técnicas imunoenzimaticas para o soro-diagndstico do VDN, ou mesmo
para a mensuracao de anticorpos especificos contra esse virus, tendo sido somente
demonstrado que o VDN € capaz de se combinar com algumas lectinas; dentre elas,
a Concanavalina A (Con A), em ensaios nos quais as lectinas inibiam a
hemaglutinacéo viral (MCMILLAN et al, 1985).

Dessa forma, pode-se supor que a substituicdo de anticorpos de captura anti-
VDN pela lectina Con A e do anticorpo detector monoclonal por anticorpos
policlonais obtidos de galinhas hiperimunizadas por via 6culo-nasal com suspensfes
do VDN néo purificadas poderiam facilitar a execu¢cdo dos ensaios competitivos de
ELISA, como a técnica de BFL-ELISA, uma vez que ndo h&a necessidade de se fazer
a purificagéo viral por ultra-centrifugacao, ou de se deparar com a restricdo de uma
Unica especificidade de epitopo que € imposta quando se utilizam anticorpos
monoclonais.

Em face de todo exposto e da evidente escassez de trabalhos sobre o
desenvolvimento e padronizacdo de novos métodos para o diagnostico da DN em
aves de vida livre, esse trabalho tem como proposta o desenvolvimento e a
aplicacdo de um método alternativo de imunoensaio competitivo, usando a lectina
concanavalina A como reagente de captura para o VDN e soros de galinhas
hiperimunizadas contra esse virus, como anticorpos policlonais detectores, em um
formato de bloqueio de fase liquida, e que € denominado BFL-Con A-ELISA, para a
deteccdo de anticorpos contra o VDN em amostras de soros de pombos, sendo os
resultados finais obtidos comparados com aqueles gerados pelo teste convencional
de Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI). E ainda, objetiva-se, nesse estudo, fazer o
desenvolvimento e a aplicagdo de um método molecular mais sensivel e especifico
gue a PCR convencional, além de mais rapido e pratico que o isolamento viral,
denominado semi-nested-RT-PCR, utilizando oligonucleotideos iniciadores que
amplificam uma regido conservada da proteina F, capaz de identificar as estirpes do

VDN em amostras de suabes cloacais dessas mesmas aves.
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3. OBJETIVOS

Tendo-se em vista a escassez de informacdes e trabalhos a respeito de

técnicas de diagnostico da DN utilizando amostras bioldgicas de aves de vida livre, 0

presente estudo tem como objetivos:

Desenvolver e padronizar o método de BFL-Con A-ELISA para a
deteccdo e mensuracdo do nivel de anticorpos contra o VDN em
pombos, utilizando reagentes de mais facil preparacdo do que aqueles
gue sdo usualmente empregados nos métodos competitivos de bloqueio
de ELISA.

Comparar o método de BFL-Con A-ELISA e o teste convencional HI, na
deteccao de anticorpos contra VDN em soros de pombos.

Desenvolver e aplicar a técnica de Semi-nested-RT-PCR, visando a
deteccdo do VDN em amostras de suabes cloacais de pombos de vida-

livre.

Comparar o desempenho dos métodos de BFL-Con A-ELISA, HI e Semi-
nested-RT-PCR no diagnéstico da infec¢cdo pelo VDN em pombos de

vida-livre.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras de soros e amostras cloacais de pombo (Columba livia)

Para realizacdo desse trabalho, foram capturados um total de 107 pombos
adultos e de vida livre. As aves procedentes de Jaboticabal - SP foram capturadas
no Campus da UNESP por meio de uma arapuca, no periodo de janeiro a maio de
2012. Foram colhidas 107 amostras de sangue por punc¢éo da veia braquial de cada
ave e estocadas em freezer -20°C; e 101 amostras cloacais, utilizando suabes
estéreis, que foram diluidas em meio triptose e armazenadas em freezer -70°C.
Todos os procedimentos com as aves foram delineados de acordo com os Principios
Eticos em Experimentacio Animal, além da aprovacdo pelo Comité de Etica e Bem
Estar Animal da FCAV — UNESP - Jaboticabal (Protocolo n°® 021719/11) e com a
anuéncia do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais

Renovaveis), embora estas aves sejam consideradas da fauna doméstica do pais.

4.2 Amostras de soro positivas e negativas de pombo (Columba livia)

Dois grupos de seis pombos cada um, que foram previamente confirmados
como soronegativos para VDN por meio do teste de HI, foram colocados em dois
isoladores de pressao positiva. O primeiro grupo recebeu quatro doses da estirpe
LaSota do VDN com 10* EID50/ave, via intra-ocular, em intervalos de dez dias entre
cada administracdo desse virus. As amostras de sangue foram colhidas 10 dias
apos a Ultima imunizacdo e os soros obtidos foram armazenados a -20° C. Um
conjunto dos soros a partir do Ultimo sangramento foi preparado e usado como soro
positivo anti-VDN. O segundo grupo de seis pombos permaneceu nao-imunizado
para 0 mesmo periodo de imunizacdo. Estas aves foram sangradas de forma
semelhante aos pombos do grupo imunizado, para preparar 0 Soro negativo anti-
VDN de pombo.

4.3 Soros negativos
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Ovos SPF (“Specific pathogen free”) de aves da linhagem Leghorn Branca
foram colocados em incubadoras (Premium Ecologica) ajustadas para 37,8°C e 60%
de umidade. A producdo de secrecdo lacrimal sera estimulada através do
gotejamento de glicerina. O sangue foi colocado em tubos de vidro autoclavados,
para obtencg&o do soro. O titulo de anticorpos anti-VDN presentes nos soros colhidos
foi analisado através do método de Sanduiche-ELISA-Con A (BRONZONI et al.,

2005), determinando a resposta imune especifica.

4.4 Anticorpo detector

Para a obtencao de soro hiperimune policlonal anti-VDN a ser utilizado como
anticorpo detector no BFL-Con A-ELISA foi realizada a imunizagdo de 6 aves da
linhagem Leghorn Branca utilizando-se a estirpe LaSota do VDN. Todas as aves
receberam 2 doses de vacina viva atenuada (via ocular), nas idades de 4 e 6
semanas, e 2 doses de vacina oleosa (via intramuscular), nas idades de 8 e 16
semanas. As aves foram sangradas, por puncéo cardiaca, dez dias apos a ultima
inoculacdo. Os soros foram misturados, distribuidos em aliquotas e titulados pelas
provas de HI e S-ELISA-Con A (BRONZONI et al.,, 2005); em seguida, foram

estocados a -20°C.

4.5 Propagacéo e Titulagdo da Infectividade da Estirpe LaSota do VDN

A amostra da estirpe LaSota do VDN viral foi multiplicada por meio da
inoculacdo de 0,1 mL da suspenséo na cavidade alantdide de ovos embrionados,
livres de patdégenos especificos (SPF), com 9 a 11 dias de idade. Apds 40 horas de
inoculacdo, os ovos foram resfriados a 4°C, por no minimo 4 horas e, em seguida, 0
liquido corion alantdide (LCA) foi colhido e imediatamente centrifugado a 5000 xg a
4°C por 7 a 10 minutos, para a clarificacdo da suspensédo viral. O titulo
hemaglutinante dessa suspenséo foi avaliado pelo teste de hemaglutinacdo (SOUSA
et al., 2000). Foi obtido um titulo de HA igual a 10 (log,) do LCA infectado com a
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estirpe LaSota do VDN. O volume total obtido foi separado em aliquotas de 1 mL
gue foram armazenadas a -70°C.

4.6 Analise de proteinas em gel de poliacrilamida na presenca de
dodecilsulfato de s6dio (PAGE-SDS)

A suspenséao de liquido coérion-alantéide (LCA) contendo a estirpe LaSota do
VDN a ser analisada foi previamente concentrada pela adicdo de NaCl e polietileno-
glicol (PEG) 8000 (BRONZONI et al., 2005) e, depois de ter sido determinada a
concentracdo proteica pelo método de Bradford, ela foi diluida em tampéo para
amostra contendo 62,5mM Tris-HCI, pH 6,8, 1% SDS, 10% de glicerol, 0,001% de
azul de bromofenol e 1% de 2-mercaptoetanol. Apos fervura por 2 minutos essa
amostra foi aplicada no gel de poliacrilamida com concentracdo de 12% no gel de
separacdo. A separacdo eletoforética foi realizada pela técnica de eletroforese de
gel de poliacrilamida com PAGE-SDS, usando-se um sistema de tampéao
descontinuo, conforme recomendado na técnica descrita por Laemmli (1970). As
bandas polipeptidicas foram submetidas a eletrotransferéncia para a membrana de
nitrocelulose, seguindo-se a realizacdo da técnica de Western-blotting, conforme as
recomendacdes de Towbin et al. (1979) e de Gibertoni et al. (2010).

4.7 “Western-blotting”

Para realizacdo dessa técnica foi adotado o protocolo de Towbin et al., (1979)
e de Gibertoni et al. (2010), buscando-se fazer a detec¢do de anticorpos policlonais
anti-VDN presentes no soro de referéncia positivo para esse virus. Apos realizada a
separacdo eletroforética pela técnica de poliacrilamida gel eletroforese com SDS-
PAGE, os polipeptideos foram transferidos para uma membrana de HPVDF (GE
Healthcare, EUA), a qual foi, em seguida bloqueada com leite em p6 desnatado a
5% em tampéao PBS. A diluicdo do soro hiperimune de galinha contra o VDN foi de
1:100, sendo esta fase da reacao incubada sob agitacdo por 1 hora a temperatura
ambiente. O conjugado anti-lgG de galinha com a peroxidase (SIGMA-ALDRICH) foi

utilizado na diluicdo de 1:500 e incubado por 1 hora sob agitacédo, para revelar a
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ligacdo antigeno-anticorpo. Em seguida a membrana foi lavada com PBS-Tween 20
(PBST) e PBS, sendo a revelacdo de cor da reacao feita apds a adicdo do substrato
cromogeno especifico dietil-amino-benzidina (DAB) acrescido de uréia (SIGMA-
ALDRICH).

4.8 Determinacdo da diluicdo 6tima do antigeno viral, do reagente de

captura e do anticorpo detector para uso no BFL-Con A-ELISA

A diluicdo 6tima do antigeno viral (estirpe LaSota), do reagente de captura
(Concanavalina A), e do anticorpo detector (soro hiperimune de galinha anti-VDN),
foi determinada por titulacdo em bloco, através do método Sanduiche-ELISA-ConA
(BRONZONI et al., 2005). Inicialmente, foram adsorvidos duas diluicdes de VDN (1:2
e 1:4) frente a diluicbes seriais de razdo 2 da ConA (4mg/mL a 0,06mg/mL) e do
soro hiperimune de galinha (1:250 a 1:1000).

4.9 Reacdo de BFL-Con A-ELISA para a deteccéo de anticorpos anti-VDN

Em linhas gerais, a técnica BFL-Con A-ELISA foi realizada de acordo com a
metodologia desenvolvida por Sousa et al. (2000), com algumas adaptacdes, abaixo
explanadas. Uma vez determinados as diluicdes ideais dos reagentes utilizados no
método de BFL-Con A-ELISA, as microplacas foram adsorvidas com a concentracao
6tima (Img/ml de Con A), preparadas em PBS pH 7,4 (“Phosphate Buffer Saline” —
0,01 M PO, ~ 0,14 M NacCl), sendo a reacéo incubada de 16 a 18 horas a 4°C. Apés
esse periodo, as placas foram lavadas quatro vezes com PBS-Tween-20 e
bloqueadas por 45 minutos a 37 °C com 100 pL por cavidade de tampéao de bloqueio
(tampéo Carbonato-Bicarbonato — pH 9,6 - acrescido de 10% de leite em poé
desnatado- LPD). As placas foram a seguir lavadas com PBS-Tween-20 (PBS-T)
quatro vezes e foram adicionados 50 pL por cavidade da Fase Liquida da reacéo, a
qual era composta de uma mistura de volumes iguais (40 uL) entre suspensao
antigénica do VDN em LCA diluida (1:2) em PBS-T + 10% de LPD e os soros testes
de pombo diluidos 1:8 no mesmo tampé&o para o antigeno, em duplicatas. A mistura

acima mencionada foi realizada em microplaca em fundo “U”, previamente
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bloqueadas com 250 uL de TCB pH 9,6 + 10% de LPD, por cavidade, e incubada por
2 horas em camara Uumida. Estas microplacas contendo a mistura entre VDN e
diluicdes dos soros testes, permaneceram a 4°C de 16 a 18 horas, e, ao final, foram
incubadas por 45 minutos a 37°C. Em seguida, foi adicionado a Fase Liquida as
microplacas de ELISA e incubou-se essa fase da reacdo a temperatura de 37°C por
1 hora. Ao final desta etapa, as placas foram novamente lavadas com PBS-T quatro
vezes e foi adicionado 50 pyL do anticorpo detector (“pool” de soro hiperimune de
galinha anti-VDN) em sua diluicdo ideal (1:1000 em PBS-T + 10% de LPD ), para
titulacdo dos antigenos residuais do VDN né&o-ligados aos anticorpos presentes no
soro teste, incubando as microplacas, de maneira idéntica a etapa anterior. As
microplacas foram lavadas, como nas etapas anteriores; receberam, na préoxima
fase, uma diluicdo (1:1000) do conjugado imunoenzimatico anti-IgG de galinha com
a peroxidase (50 pL por cavidade), foram incubadas a 37°C por 2 horas e, ao final
desta etapa foram lavadas por quatro vezes, tal como se descreveu anteriormente.
Em seguida, foi feita a adicdo, em volumes de 50uL por cavidade, da mistura
substrato-cromégeno (peroxido de hidrogénio - H,O, / Orto-fenileno-diamina - OPD),
preparada em &gua deionizada, deixando-se a reacdo se desenvolver por 15
minutos a temperatura ambiente, quando foi adicionado HCI 2M em volumes de 50 p
L por cavidade para bloquear a atividade enziméatica. As densidades 6pticas (DOs)
obtidas foram mensuradas em leitor de placas de ELISA (BIO-RAD - Modelo 550) e

no comprimento de onda de 490 nm.

4.10 Calculo das Porcentagens de Inibicdo (Pl) obtidas no BFL-Con A-
ELISA para a deteccéo de anticorpos anti-VDN

Em cada microplaca, 10 cavidades foram reservadas para controle do
antigeno (VDN), na auséncia de anticorpos competidores presentes nos soros
testes, tendo sido adicionados 50 pyL apenas da suspensao viral, diluida a 1:2 em
PBST pH 7,4 + 10 % de LPD, durante a adicdo da Fase Liquida. Tais cavidades
foram utilizadas para definir a DO média correspondente a 100% de ligacdo do

anticorpo detector ao antigeno. A média das DOs obtidas para cada amostra teste
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foi transformada em porcentagem de inibicdo (Pl), segundo Esterhuysen et al.
(1995), calculada através da seguinte férmula:

Pl =100 - (X /Y x 100), onde:

X = média das DOs de cada amostra teste, ja descontando o valor da média
das DOs obtido no controle do antigeno em cada microplaca e correspondente a 0%
de inibicao;

Y = média das DOs do controle negativo, ja descontado o valor da média das
DOs obtido no controle do antigeno em cada microplaca e correspondente a 0% de

inibic&o.

4.11 Caélculo do ponto de corte para o BFL-Con A-ELISA

O ponto de corte da técnica de BFL-Con A-ELISA foi determinado pela
andlise TG-ROC (“Two-graph receiver operating characteristic’) (GREINER et al.,
1995, XU, et al., 1997) plotando-se, graficamente, valores de sensibilidade (Se) e
especificidade (Sp) contra os respectivos valores de PIl, sendo esse considerado
uma variavel independente. No ponto de interseccdo das curvas de Se e Sp,
denominado de ponto de equivaléncia (Se=Sp), foi determinado o ponto de corte do
BFL-Con A-ELISA. Portanto, soros apresentando valores de PI iguais ou maiores ao
ponto de corte determinado conforme a descricdo acima foram considerados
positivos para anticorpos contra o VDN no BFL-Con A-ELISA, enquanto que, valores
abaixo deste mesmo ponto foram classificados como negativos para a presenca de
anticorpos anti-VDN. O nivel de acuréacia pré-estabelecido foi de 95%, assim como
os intervalos de confianca utilizados. A analise TG-ROC foi realizada em pasta de
trabalho do programa EXCEL Microsoft (GREINER et al., 1995).

4.12 Padronizacao e reacao de Inibicao da Hemaglutinacao (HI)

Foram colhidos aproximadamente 5 mL de sangue de galinhas com
anticoagulante (solucéo de Alsever). Em seguida, a quantidade colhida (heméacias +
anticoagulante) foi filtrada, utlizando-se funil e algodéo; tendo-se lavado a

suspensao dessas hemacias por trés vezes em PBS pH 7,2 e centrifugando-se a
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baixa rotacdo por 4 minutos. O sedimento resultante foi diluido a 0,5% em PBS pH
7,2 e, em seguida, foi feita a lise das hemacias utilizando-se 4,5 mL de agua
destilada e 0,5 mL da suspenséo anterior. A densidade optica desejada (DO gesejada=
0,30 a 0,33) foi mensurada em espectofotrometro, no comprimento de onda de 545
nm.

A proxima etapa foi a reagdo de hemaglutinacdo (HA). Utilizando-se
microplacas de 96 cavidades com fundo em “U”, foram adicionados 25 uL por
cavidade de diluente (PBS pH 7,2) e, em seguida, foi realizada diluicdo seriada na
razao 2 de suspenséo viral (LCA infectado com a estirpe vacinal La Sota de VDN)
até a pendultima coluna reservando a ultima coluna para o controle das heméacias. Foi
adicionada a suspensdo de hemacias em todas as cavidades, no volume de 25
pL/cavidade, e apds 30-40 minutos procedeu-se a leitura do titulo do HA, que foi
expressa como a reciproca da maior diluicdo do virus, onde se verificou o fendmeno
da hemaglutinagédo por completo. Esta diluicdo corresponde a uma UHA (Unidade
Hemaglutinante).

Determinado o titulo hemaglutinante da suspensdo do VDN em LCA, foi
realizada a prova de HI. As aliquotas dos soros testes colhidos de pombos de vida-
livre foram previamente tratadas com inativacdo térmica a 56°C por 15 minutos e
com Kaolin a 5% (p/v), para remocéo dos inibidores inespecificos da hemaglutinacdo
(PHILLIPS, 1973; WILLIANS et al., 1997). Para tanto, foram colocados 25 pL de
PBS pH 7,2, em todas as cavidades e foi adicionado soro de pombo, utilizando-se
diluicdo seriada de razao 2, de 1:2 até 1:2048. Em seguida, adicionaram-se quatro
UHA do antigeno viral padronizado e incubou-se por 20 minutos, a temperatura
ambiente. Superada esta etapa, a suspensdo de hemacias lavadas de aves a 0,5%
em PBS pH 7,2 foi adicionada as cavidades, como sistema revelador da reacéo e
incubou-se por mais 30 minutos, a temperatura ambiente. O titulo foi definido como
o inverso da maior diluicdo de soro capaz de inibir completamente a atividade

hemaglutinante viral.

4.13 Determinacao do ponto de corte para o teste de Hi
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O ponto de corte utilizado para o teste de HI foi de 1:8 (23), conforme
recomendam Alexander (1989) e Cadman et al. (1997). Nesse sentido, titulos
maiores ou iguais do que este valor foram considerados positivos para a presenca

de anticorpos contra o VDN, e titulos menores foram considerados negativos.
4.14 Anédlise estatistica

Os niveis de anticorpos (valores PI) anti-VDN mensurados pelo BFL-Con A-
ELISA foram analisados por regressdo linear com os titulos de anticorpos Hl
mensurados como Log,Titulo-HI obtidos para cada um das 107 amostras de soros
de pombos testados, obtendo-se o coeficiente de correlacdo (r de Pearson), usando-
se o programa EXCELL (MS OFFICE).

Os célculos da sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e

negativos foram feitos de acordo com as seguintes férmulas:

o Sensibilidade = Positivos verdadeiros / Positivos verdadeiros + Falsos
negativos
o Especificidade = Negativos verdadeiros / Falsos positivos + Negativos

verdadeiros

o Valor preditivo positivo = Positivos verdadeiros / Positivos verdadeiros

+ Falsos positivos

o Valor preditivo negativo = Negativos verdadeiros / Falsos negativos +

Negativos verdadeiros

o Acurécia = Positivos verdadeiros + Negativos verdadeiros / Valor total

de soros

A concordancia foi estabelecida pelo indice kappa, determinado pelo
programa de Calculos estatisticos basicos para testes diagnosticos versao 1999
(BRAILE, D. M. & GODOY, M. F.).

4.15 Oligonucleotideos iniciadores para uso nas técnicas de RT-PCR e
semi-nested-RT-PCR
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Os oligonucleotideos externos (FEP1 e FEP2) foram definidos a partir a
sequéncia de nucleotideos do gene da glicoproteina F da estirpe LaSota do VDN,
disponivel no GeneBank sob o n° AJ629062 e utilizando-se o programa
computacional para construgao de oligonucleotideos iniciadores denominado “Gene
Runner” (versédo 3.05). Os oligonucleotideos internos (FIP1 e FIP2) foram
previamente descritos por Pham et al. (2005) e abrangem a regido codificadora do

sitio de clivagem da glicoproteina F (Quadro 1).

Quadro 1. Descricdo dos iniciadores externos e internos utilizados na RT-PCR e na
semi-nested-RT-PCR para obtencao de regides diferentes da proteina do

VDN.
Oligonucleotideos Sequéncia Posicéo
5 -3 genoma (pb)

Externos

FEP 1 + ATGGGCTCCAGACCTTC 1

FEP 2 - CATTTTTGTAGTGGCTCTCA 1640
Internos

FIP1+ AACAGGACAACTGACCACT 252

FIP 2 - TGGCAGCATTCTGGTTGGCT 447

(+) Oligonucleotideo sense; (-) Oligonucleotideo anti-sense

4.16 Selecdo dos oligonucleotideos para a reacdo de RT-PCR e semi-

nested- RT-PCR usados para amplificagcdo do gene F

Foram testadas quatro combina¢cBes de oligonucleotideos internos com o0s
externos. A primeira combinacdo foi feita com os oligonucleotideos de sentido
positivo FEP1 e de sentido negativo FEP2, que sdo especificos para a amplificacao
de um fragmento de 1662 pb do gene F. A segunda combinacdo foi com os
oligonucleotideos de sentido positivo FIP1 e de sentido negativo FIP2, que
flanqueiam um fragmento de 196 pb do gene F, incluindo a regido codificadora do
sitio de clivagem da proteina F do VDN. A terceira combinacdo foi com os
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oligonucleotideos de sentido positivo FEP1 e de sentido negativo FIP2, que s&o
especificos para a amplificacdo de um fragmento de 448 pb do gene F e a quarta foi
feita com uma combinacdo dos oligonucleotideos de sentido positivo FEP2 e de

sentido negativo FIP1, a qual delimitava um fragmento de 1406 pb do gene F.

4.17 Extragcao do RNA viral

O procedimento da extracdo do RNA viral foi realizado a partir das amostras
de LCA contendo a estirpe LaSota do VDN ou dos suabes cloacais colhidas de
pombos, com o auxilio de hastes estéreis e descartaveis. Os suabes foram
acondicionados em microtubos de 2 mL contendo meio triptose-fosfato (DIFCO) e,
em seguida, congelados a -70°C. No momento da extracdo, as amostras foram
descongeladas a temperatura de 4°C e homogeneizadas em vértex por 15
segundos. Para o RNA viral foi utiizado o kit comercial Trizol LS Reagent
(INVITROGEN), seguindo-se as recomendacdes do fabricante, com algumas
adaptacdes, abaixo explanadas.

A extracado foi feita a partir de 500 pL de amostra de suabe cloacal,
adicionando-se 500 pL de Trizol LS Reagent (INVITROGEN) e mais 100 yL de uma
mistura de cloroférmio e alcool isoamilico, na proporcao 24:1. Em seguida, a mistura
foi homogeneizada com ajuda do vortex e deixada em repouso a temperatura
ambiente por 5 minutos e ao final desse passo, foram centrifugadas em 12 000 xg
por 15 minutos a 4°C. A fase liquida, em volume de aproximadamente 500 pL, foi
transferida para outro microtubo de 1,5 mL, onde se adicionou o0 mesmo volume de
alcool isopropilico (500 uL). Essa mistura foi agitada, delicadamente, por inversao e
depois deixada por 20 minutos a -70°C (precipitacdo do RNA).

No passo seguinte, centrifugou-se a 12 000 xg por 15 minutos a 4°C. Ao final
dessa etapa, descartou-se o sobrenadante (alcool isopropilico) e adicionou-se 1 mL
de etanol 75%, homogeneizando-se manualmente, e em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 7.500 xg por 5 minutos a temperatura de 4° C, descartando-se, ao
final o sobrenadante. As amostras foram colocadas para secar a temperatura
ambiente e ressuspendidas em 12 pL de agua ultra pura tratada com DEPC (dietil

pirocarbonato 0,1% p/v).
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4.18 Sintese do cDNA (RT)

A reacdo de transcricdo reversa (RT) para obtencdo do cDNA, a partir do
RNA gendmico viral extraido conforme a descri¢cdo anterior, foi realizada seguindo o
protocolo recomendado pelo Kit da enzima SuperScript (INVITROGEN), em um
volume final de 20 pL. Inicialmente incubou-se a 65°C por 5 minutos a mistura inicial
da reacéo, a qual foi constituida de 5 pL do RNA gendmico extraido, dNTP 0,5 mM
(INVITROGEN), 0,5 uyg de Random primer (INVITROGEN) e H,O DEPC. Em
seguida, acrescentou-se o tamp&o da RT 5x (INVITROGEN), 1 pyL de inibidor de
ribonucleases (INVITROGEN) e incubou-se a 42°C durante dois minutos; apoés
adicdo de 50 U da enzima SuperScript (INVITROGEN), incubou-se a 42°C durante
50 minutos, e no final, a 70°C por 15 minutos em termociclador MJ RESEARCH®.

4.19 Determinacao e avaliacdo da sensibilidade da reacdo de RT-PCR e

semi-nested-RT-PCR para amplificacdo do gene F

Para a realizacao do teste de sensibilidade da RT-PCR e da semi-nested-RT-
PCR utilizou-se RNA gendmico da estirpe LaSota do VDN cultivado em LCA. Para
estabelecer o limiar de sensibilidade para ambas reacbes foram feitas diluicbes
seriadas de razdo constante igual a 10 (1:1, 10 a 10™"?) do LCA infectado com a
estirpe LaSota do VDN em H,O DEPC autoclavada. A extracdo do RNA gendmico
foi executada para cada uma dessas diluicdes, pelo método do Trizol LS Reagent
(INVITROGEN), seguindo as instrugdes de uso do fabricante, com adaptagdes
descritas no item 4.17. O material extraido foi ressuspendido em 12 yL H,O DEPC e

logo em seguida levado para a reacdo de transcricao reversa.

4.20 Avaliacdo da especificidade da reacdo de semi-nested-RT-PCR para

amplificagcédo do gene F

A especificidade da técnica de semi-nested-RT-PCR foi avaliada testando-se
um painel de 4 virus aviarios heterdlogos e nao relacionados ao VDN e que foram

obtidos a partir de amostras virais provenientes de vacinas vivas atenuadas como o
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metapneumovirus aviario (estirpes PL e 119/95-BR), virus da bronquite infecciosa
(estirpe H-120), e virus da doenca de Gumboro (estirpe S-706).

4.21 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo do gene F

Para a amplificacdo da regido codificadora do gene do sitio de clivagem da
proteina F do VDN, foi realizada a PCR para um volume final de 50 pl. Para tanto,
foram utilizados 0,2mM de dNTPs, 5 uL de tampéo de PCR (10X), 20pmol de cada
um dos oligonucleotideos iniciadores, 1,5 mM de MgCl,, 2,0 U da enzima Taq DNA
polimerase (INVITROGEN), completando-se o volume (g.s.p) com agua tratada com
DEPC e adicionando-se 5 uL de cDNA viral obtido na RT. As temperaturas e os
passos da PCR foram previamente otimizados, em funcdo, principalmente, das
caracteristicas fisico-quimicos dos oligonucleotideos iniciadores utilizados no
presente trabalho e utilizando-se um gradiente de temperaturas de anelamento. O
programa que apresentou o melhor desempenho foi aquele que foi constituido por
um primeiro ciclo de 95°C por 5 min, seguido de outros 35 ciclos, cada um
compreendendo trés passos: 94°C por 1 minuto, para desnaturacdo da dupla hélice
do cDNA, 50°C por 2 minutos, para o anelamento dos oligonucleotideos iniciadores
e 72°C por 2 minutos e 30 segundos de extensdo e, por ultimo, um ciclo a 72°C por

10 minutos de extensao final, em termociclador MJ RESEARCH®.

4.22 Reacao de semi-nested-RT-PCR para amplificacédo do gene F

Foi realizada objetivando obter uma maior sensibilidade para deteccdo do
VDN, proporcionada pela amplificacdo de um fragmento interno ao produto obtido na
primeira técnica de PCR. Esse procedimento foi realizado utilizando-se 2,5ul de
produto da primeira PCR, adicionado a um mix contendo Tampado de PCR 10x
(INVITROGEN), dNTP 0,5mM, 10pmol de cada oligonucleotideo (FIP1 E FIP2),
cloreto de magnésio 1,5mM, 1U de Tag DNA Polimerase (INVITROGEN) e agua
DEPC, para um volume final da reagao de 25ul. Para esta reacéao foi feito a diluigao
do produto da primeira PCR, sendo que a amostra de referéncia usada como
controle positivo (estirpe LaSota do VDN em LCA) e as amostras de suabes cloacais
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de pombos foram diluidas 40x. A mistura foi incubada no termociclador nas mesmas

condi¢cbes descritas para a reagcao de PCR, resultando em um fragmento com 196
pb.

4.23 Analise eletroforética dos produtos amplificados do gene F

A presenca dos produtos das técnicas de RT-PCR e semi-nested-RT-PCR foi
investigada através do sistema de eletroforese horizontal em gel de agarose. Para
esta andlise, foram adicionados 3 yL de tampao amostra em 4 uL de produto de
PCR ou Semi-nested-PCR. Esta mistura foi adicionada no gel de agarose a 1%
contendo tamp&o TBE 0,5x (Trisborato 0,045M e EDTA 0,001M, pH 8,2) e GelRed ™
(SIGMA) como corante fluorescente de acidos nucléicos, tendo sido feita a
separacdo eletroforética apés a aplicacdo de voltagem de 60V, por cerca de 4
horas, seguindo-se a visualizacdo do gel em transiluminador com luz ultravioleta. As
dimensdes dos fragmentos foram inferidas com base na comparacéo feita com o
eletroferograma gerado pelo marcador de tamanho de DNA, de 1kb DNALadder plus
(INVITROGEN) o qual foi aplicado no gel juntamente com as amostras que foram
analisadas, a cada corrida eletroforética.

4.24 Analise comparativa das técnicas de semi-nested-RT-PCR, HI e

BFL-Con A-ELISA para o diagnoéstico da infeccéo pelo VDN

Os célculos de sensibilidade e especificidade da técnica de semi-nested-RT-
PCR frente ao HI e frente ao BFL-Con A-ELISA foram feitos de acordo com Braile,
D. M. & Godoy, M. F. (1999).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Especificidade do soro de galinha anti-VDN, usado como anticorpo
detector no BFL-Con A-ELISA

Os resultados da analise por meio da técnica de “Western blotting” (Figura 1)
evidenciaram que o soro hiperimune de galinhas preparado contra a estirpe LaSota
do VDN apresentou elevada reatividade com 0s principais componentes antigénicos
do VDN, isto €, com as proteinas estruturais hemaglutinina (HN), de nucleocapsideo
(NP) e de matriz (M) presentes na suspensdo concentrada do VDN em LCA
(canaleta 2) e nao interagiu com outros componentes antigénicos do proprio LCA.
Isso evidencia que essa preparagao de soro hiperimune pode ser usada de forma
segura e eficiente como anticorpo detector do VDN em diferentes métodos de

ELISA, inclusive o que foi desenvolvido no presente trabalho.
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Figura 1. Membrana de Western com “pool” de soro de galinhas hiperimunizadas
com a estirpe LaSota do VDN, para observar a reatividade desses
anticorpos policlonais contra os principais antigenos virais. Na canaleta 1,
5 uL do Marcador de peso molecular (Spectra Multicolor Broad Range
Protein Ladder, Fermentas); na canaleta 2, suspensdo de LCA com a
estirpe LaSota do VDN concentrada com PEG. HN- Hemaglutinia-
Neuraminidase, NP- Nucleoproteina e M- Proteina de Matriz do VDN.

5.2 Padronizacdo do BFL-Con A-ELISA

O teste de BFL-Con A-ELISA foi padronizado, a partir de uma titulagdo em
bloco, colocando-se para reagir varias concentracfes do reagente de captura (Con
A), previamente adsorvido as cavidades da microplaca com diferentes diluicbes de
antissoro detector (soro hiperimune policlonal de galinha) abrangendo as diluicdes
de 1:250 a 1:1000, além de 2 diluicbes do VDN (1:2 e 1:4). Foram definidas como
condi¢Oes ideais para serem aplicadas ao teste BFL-Con A-ELISA a concentragéo
ou as diluicdes que corresponderam a 1mg/ml da Con A, 1:1000 do antissoro
detector e 1:2 do VDN. Nessas condi¢cdes foram obtidas as maiores reatividades
especificas do anti-soro detector de galinhas com o VDN e foi observada uma maior
discriminagédo em relacdo ao soro negativo para o VDN proveniente de galinhas
SPF.
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5.3 Titulag&o de soros de pombos positivos e negativos para o VDN

A titulacdo de um “pool” de seis amostras de soro de pombos vacinados com
a estirpe LaSota do VDN e um “pool” de seis amostras de soro de pombos ndo
imunizados, revelou diluicdo ideal para os soros de pombos de 1:8 (logi;o = 0,903),
que proporcionou perfis distintos de reatividade no BFL-Con A-ELISA, levando a
uma maior discriminacdo entre 0S sSOros positivos e negativos para a presenca de
anticorpos contra o VDN (Figura 2). O soro de pombo positivo com uma titulacdo de
HI de 7 (logz), apresentou, nas diluicbes que foram testadas, reatividade que variou
de um valor de Pl de 97,78% até a um valor de Pl de 0,80%. O soro de pombo
negativo com um titulo HI < 3 (log,), demonstrou a atividade de inibicdo muito baixa
sobre a reatividade dos anticorpos de deteccdo em todas as diluicbes séricas

testadas (valores de Pl < 0,95%).
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Figura 2. Deteccao de anticorpos especificos para VDN em pools de soros de
pombos imunizados (VDN +) e nao-imunizados (VDN -) ensaiados por
LPB-Con A-ELISA.

5.4 Determinacao do ponto de corte do BFL-Con A-ELISA

Na aplicacdo dos ensaios imunoenzimaticos visando ao soro-diagnéstico da
DN, torna-se fundamental a determinagédo de pontos de corte adequados para o

estabelecimento de indices de sensibilidade e especificidade do teste (GREINER et
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al.,, 1995), sendo mais recomendado a utilizacdo do calculo desse parametro por
meio da analise por TG-ROC. As curvas de sensibilidade (Se) e especificidade (Sp)
no BFL-Con A-ELISA foram definidas em funcédo das Pl dos soros testados para a
determinacdo do ponto de corte. Através da analise TG-ROC, observou-se que 0
ponto de interseccao das duas curvas apresentou um ponto de equivaléncia (Se=Sp)
de 0,95 e um valor de PI igual a 19,73%, que representa o ponto de corte do BFL-
Con A-ELISA. (Figura 3). Portanto, amostras que apresentaram valores maiores ou
iguais a 19,73% foram consideradas positivas e amostras com valores abaixo de

19,73% foram consideras negativas no teste de BFL-Con A-ELISA.

03+
02+
01+

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Valores de Pl (%)

Figura 3. Curvas de sensibilidade (Se) e especificidade (Sp) do BFL-Con A-ELISA
através da andlise TG-ROC. O ponto de intersecc¢ao entre as duas curvas
indica o ponto de corte para BFL-Con A-ELISA (Pl = 19,730%), onde
Se=Sp=0,95 (linha horizontal tracejada). O intervalo de confianca
empregado foi de 95%.

5.5 RelacBes entre os resultados do BFL-Con A-ELISA e do teste de HI

para a detecc¢do de anticorpos anti-VDN nos soros de pombos

A analise de correlacdo dos testes de ELISA e de HI das 107 amostras de
soros de pombos testadas proporcionou um coeficiente de correlacdo elevado e
significante (r =0,875; p< 0,0001) (Figura 4).
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Figura 4. Analise de regressao linear entre os titulos obtidos nas rea¢des de Hl e
BFL-Con A-ELISA com a determinacdo do coeficiente de correlacao (r) e
da equacao da reta correspondentes.

No tocante a avaliacao da correlacdo entre as técnicas de ELISA e de HI para
a deteccdo de anticorpos contra o VDN, Sousa et al. (2000) ao avaliarem as
concentracbes de anticorpos anti-VDN em emas e avestruzes vacinados contra a
DN, utilizando HI e um método de BFL-ELISA, similar ao desenvolvido no presente
trabalho, exceto que usando anticorpos de captura ao invés da lectina Con A,
obtiveram coeficiente de correlacdo elevado de 0,875 e indice kappa de 0,82. Esses
achados conferem uma boa sustentacdo de que a substituicdo do anticorpo de
captura pela Con A ndo apresentou diferencas significativas nos resultados em
ambos os métodos de ELISA quando comparados com o HI, indicando que essa
lectina pode ser utilizada com sucesso como reagente de captura no BFL-Con A-
ELISA.

Ademais, na literatura, existem varios estudos de comparacdo de diferentes
meétodos de ELISA (indireto, competitivo, dentre outros) com o teste de HI para a
deteccdo de anticorpos contra o VDN, nos quais foram obtidos coeficientes de
correlacdo significantes entre essas técnicas. Assim, verifica-se que foram obtidos
tanto valores de correlacdo superiores aos encontrados nesse estudo em soros de

galinhas vacinadas contra o VDN por Witt et al. (1992) (r = 0,95) e Richtzenhain et
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al. (1993) (r = 0,96), como valores semelhantes (r = 0,85), os quais foram
observados por Brown et al. (1990).

Bronzoni et al. (2005) realizaram também um estudo comparativo envolvendo
o teste de ELISA indireto (Kit comercial) e o teste de Con A-S-ELISA, para a
avaliagdo de 121 amostras de soros de frangos vacinados contra o virus da
bronquite infecciosa (VBI) e foi encontrada uma correlagédo igual a 0,85 e indice
kappa igual a 0,80, que sdo valores muito semelhantes aos encontrados no estudo
em tela.

Na andlise comparativa entre o BFL-Con A-ELISA e o teste de HI (Tabela 1),
foi verificado também que desses 107 soros analisados, 11 e 92 foram concordantes
nesses dois métodos sorolégicos e classificados como positivos e negativos,
respectivamente, sendo que 4 soros foram negativos no teste de HI e positivos no
BFL-Con A-ELISA, enquanto que nenhum soro apresentou reagcdo negativa no teste
de BFL-Con A-ELISA e foi positivo no teste de HI. De posse desses dados
comparativos foi determinada a sensibilidade relativa do BFL-Con A-ELISA, que
correspondeu a 100%, a especificidade relativa de 95,8%. Os valores preditivos
negativos e preditivos positivos foram determinados e corresponderam
respectivamente a 100% e 73,3%, enquanto que a acuracia foi de 96,3%. Ainda, a
comparacao entre esses dois testes soroldgicos demonstrou uma alta concordancia
(k =0,83) (Tabela 1).

Sousa et al. (1999), ao compararem o BFL-ELISA, para a deteccdo de
anticorpos anti-VDN em amostras de soro de perdizes, com o teste de HI, obtiveram
indices de sensibilidade relativa (96,82%), acuracia (94,50%), correlacdo (r =
0,8217) e a especificidade relativa (90,54%) inferiores aos encontrados no presente
estudo. Porém, a determinacdo do ponto de corte foi baseado na média das
percentagens de inibicdo observadas no BFL-ELISA acrescida de dois desvios-
padrao, diferentemente do que foi utilizado no nosso estudo.

Em um outro trabalho de Sousa et al. (2000), quando o ponto de corte do
ELISA foi determinado por andlise com a mesma metodologia adotada nesse estudo
(“software” TG-ROC), foram observados resultados um pouco menores de
sensibilidade relativa (90,91%) e de especificidade relativa (91,18%) de um método

de BFL-ELISA frente ao teste padréo HI, e ainda, o nivel de acuracia entre os dois
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testes foi de 91,02%, e os valores preditivos positivo e negativo foram de 93,02% e
88,57%, respectivamente. Nao obstante, é valido ressaltar que os valores preditivos
ndo sdo adequados indices para comparacdo de técnicas, pois dependem da

prevaléncia da doenca infecciosa.

Tabela 1. Comparacéo dos resultados obtidos nas técnicas de HI e BFL-Con A-
ELISA para a deteccdo do VDN em soros de pombos domésticos e
analises de validacao do teste.

HI
BFL-Con A- Positivo Negativo Total
ELISA
Positivo 11 4 15
Negativo 0 92 92
Total 11 96 107

Sensibilidade relativa = 11/11 x 100 = 100,0%; Especificidade relativa = 92/96 x 100
= 95,8%; Acuracia = (11 + 92)/107 x 100 = 96,3%; Valor Preditivo Positivo = 11/(11 +
4) x 100 = 73,3 %; Valor Preditivo Negativo = 92/(0 + 92) x 100 = 100,0%.

De qualquer sorte, pode-se antever a ocorréncia de valor mais elevado de
sensibilidade (100%) encontrado no estudo em tela ao se comparar o BFL-Con A-
ELISA com o teste de HI, o que significa uma maior capacidade desse teste de
ELISA em discriminar as aves infectadas das aves nao-infectadas com o VDN. A
maior sensibilidade do método BFL-ELISA com anticorpos monoclonais ja havia sido
relatada anteriormente na comparacdo com o teste de HI para a deteccdo de
anticorpos anti-VDN em galinhas infectadas experimentalmente ou vacinadas com
esse virus (CZIFRA et al., 1996). Dessa forma, verifica-se que o método de BFL-Con
A-ELISA aqui desenvolvido reproduz essa mesma caracteristica, ao apresentar uma
maior sensibilidade do que o teste de HI.

Por outro lado, deve-se considerar também que o maximo valor de

sensibilidade (100%) encontrado para o BFL-Con A-ELISA provavelmente seja
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decorrente do numero reduzido de amostras séricas positivas que foram detectadas
em ambos os testes empregados nesse estudo. Outro fator que pode ter contribuido
para isso € a maior homogeneidade no grupo de pombos, uma vez que essas aves
foram capturadas em uma mesma regiao e, portanto, podem de fato apresentar uma
menor frequéncia de aves positivas para o VDN (10,3%).

Por outro lado, verifica-se que essa frequéncia de positividade para o VDN
entre aves de vida livre, em especial os pombos, foi quase duas vezes maior do que
observado em um levantamento sorologico anteriormente realizado (SOUZA et al.,
2010). Assim, foi encontrada uma taxa de 5,5% de pombos positivos para anticorpos
contra o VDN pelo teste de HI em 109 amostras de soros de pombos capturados na
mesma regido que a do presente estudo (SOUZA et al., 2010), ndo obstante tenha
gue se considerar que a diferenca observada (2x) entre essas soropositividades
para o VDN, possa ter sido proporcionada pela menor sensibilidade do teste de Hi
em detectar anticorpos contra o VDN (CZIFRA et al., 1996).

Além disso, uma taxa de soroprevaléncia de 10% para o VDN foi observada
para aves silvestres de diferentes espécies, incluindo pombos, capturadas na Suica,
sendo que os anticorpos anti-VDN foram detectados por um método de BFL-ELISA
com anticorpo monoclonal (SCHELLING et al.,1999). No entanto, soroprevaléncia
bem mais elevada (43,3%) foi encontrada em lotes de pombos vacinados ou nao
contra o VDN e mantidos em criacdes comerciais em Taiwan, China, através do uso
do teste de HI (TSAI & LEE, 2006). Essa diferenca marcante entre as taxas de
soropositividade para o VDN em pombos provavelmente se deve ao fato de que
70% dos lotes de pombos amostrados no trabalho anterior serem vacinados
rotineiramente contra o VDN, enquanto que no presente estudo, os pombos séo de
vida-livre e ndo vacinados contra esse virus.

No presente estudo, foi encontrado um valor preditivo positivo moderado
(73,3%) e um valor preditivo negativo bastante elevado (100%). Esses valores,
provavelmente, foram decorrentes da menor prevaléncia da doenca de Newcastle na
populacdo de pombos amostrados. Portanto, quanto menor for a prevaléncia da
doenca, menor sera o valor preditivo do resultado positivo e maior o valor preditivo
do resultado negativo. Outro fator, que também contribuiu para um elevado valor

preditivo negativo, foi a sensibilidade de 100% encontrada, jA que quanto maior valor
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desta, maior serd o valor preditivo negativo, isto €, maior serd a probabilidade de,
perante um resultado negativo, ndo haver doenca (PEREIRA, 1995). De qualquer
maneira, valores preditivos maiores, significam uma elevada probabilidade de que o
teste de um determinado soro pelo ensaio de referéncia (HI) resultara em resultado
semelhante ao encontrado pelo ensaio sob investigacao (BFL-Con A-ELISA) (KOCH
et al., 1998).

A especificidade (95,8%), encontrada para o BFL-Con A-ELISA é comparavel
com as observadas com outros métodos competivos de bloqueio de fase liquida do
ELISA anteriormente desenvolvidos (CZIFRA et al., 1996, SOUSA et al., 2000). Essa
elevada especificidade pode ser devido a utilizacdo do reagente de captura, Con A
e, especialmente, dos anticorpos detectores policlonais provenientes dos soros
hiperimunes de galinha, os quais proporcionaram reatividades mais especificas com
os principais antigenos do VDN nesse formato de reacdo imunoenziméatica e,
consequentemente, contribuiram para que fosse atingida esse maior valor de
especificidade relativa.

Em suma, o BFL-Con A-ELISA desenvolvido no presente estudo demonstrou
que a lectina Con A, quando adsorvida a superficie das cavidades das microplacas,
€ capaz de se ligar com antigenos do VDN presentes em suspensfes nao
purificadas desse virus, imobilizando-os nessa fase sélida e deixando livres os seus
principais epitopos para reagir com 0s anticorpos detectores ou com 0s anticorpos
anti-NDV especificos das amostras de soros teste. De fato, ja havia sido descrita a
capacidade da Con A capturar de forma eficiente o virus da bronquite infecciosa
(VBI) na superficie de cavidades de microplacas de ELISA, passo este que foi
fundamental para o desenvolvimento de um outro método de ELISA, baseado no
formato de sanduiche (S-ELISA-Con A). Esse método de S-ELISA-Con A foi usado
de forma bem sucedida tanto para a deteccdo do VBI como de anticorpos anti-VBI
especificos (BRONZONI et al., 2005). Adicionalmente, o soro de galinhas
hiperimunizadas com suspensfes nao purificadas do VDN em liquido cérion-
alantéide que foi usado como anticorpo detector no BFL-Con A-ELISA pode ter
contribuido também para promover uma elevada especificidade na interacdo com os
antigenos do VDN previamente capturados na primeira fase desse ensaio

soroldgico. Essa inferéncia encontra respaldo nos resultados da analise de Western-



46

blotting que foi feita com esse mesmo soro hiperimune de galinhas, tendo sido
evidenciado reacdes especificas dos anticorpos policlonais com as principais
proteinas estruturais do VDN e auséncia de reatividade com os componentes
antigénicos do liquido cérion-alantdide de ovos SPF. Todas essas propriedades dos
reagentes desse método de ELISA permitram uma determinacdo efetiva da
competicdo pelos antigenos do VDN entre os anticorpos detectores e aqueles
presentes nas amostras de soros teste de pombos, nesse formato de ELISA de
blogueio de fase liquida. Consequentemente foi possivel se fazer uma determinacgéo
mais acurada dos niveis de anticorpos anti-VDN, calculado, nesse caso, como

valores de PI.

5.6 Avaliacdo de combina¢fes dos oligonucleotideos iniciadores na
Técnica de RT-PCR para a deteccédo do gene F do VDN

Todas as combinacdes de oligonucleotideos por nés testadas se revelaram
efetivas para gerar produtos amplificados na reagéo de PCR, ao utilizar amostra de
referéncia positiva (estirpe LaSota do VDN). Na canaleta 2, estd apresentado o
resultado da PCR realizada com uma combinacdo dos oligonucleotideos de sentido
positivo FEP1 e de sentido negativo FEP2, que amplificou produtos com tamanho
esperado de 1659 pb. Na canaleta 3, esta o resultado da PCR com uma combinac¢éo
de oligonucleotideos de sentido positivo FIP1 e de sentido negativo FIP2, a qual
gerou um produto amplificado com tamanho esperado de 196 pb. Na canaleta 4 esta
apresentado o produto amplificado quando foram usados os oligonucleotideos
iniciadores, de sentido positivo FEP1 e de sentido negativo FIP2, sendo obtido um
produto amplificado com um tamanho de 448 pb. Por fim, na canaleta 5, esta
demonstrado o resultado da amplificacdo quando a PCR foi realizada com os
oligonucleotideos iniciadores de sentido positivo FIP1 e de sentido negativo FEP2,
tendo sido gerado um produto amplificado de 1406 pb (Figura 5).

No presente trabalho, foram escolhidos e testados para a primeira reacédo de
PCR e para a reacdo de semi-nested-RT-PCR, respectivamente, 0s
oligonucleotideos de sentido positivo FEP1 e de sentido negativo FIP2, a qual gerou
um primeiro produto amplificado de 448 pb, e os oligonucleotideos de sentido

positivo FIP1 e de sentido negativo FIP2, que amplificou um produto de 196 pb.
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Essas combinagcbes de oligonucleotideos resultaram em amplificacbes de
fragmentos menores do que as combinagbes anteriormente testadas, o que, em

teoria, tornaria o teste mais sensivel para a deteccédo do gene F do VDN.

Figura 5. Resultados da avaliagcdo de combinac¢éo de oligonucleotideos iniciadores
técnica de PCR para amplificacdo de regibes do gene F do VDN,
visualizados em gel de agarose (1% tampéo TE). Canaleta 1, 8,6 pL do
Marcador molecular 1Kb plus DNA Ladder (INVITROGEN). Canaleta 2,
FEP1/ FEP2; Canaleta 3, FIP1/FIP2; Canaleta 4, FEP1/FIP2; Canaleta 5.
FEP2/FIP1; Canaleta 6, controle negativo da reacao.

5.7 Sensibilidade Analitica da Técnica de semi-nested-RT-PCR para a

deteccédo do VDN

A técnica de RT-PCR, utilizando os oligonucleotideos iniciadores FEP1 e
FIP2, para a deteccdo do gene F do VDN em amostras de liquido cérion-alantéide
(LCA) infectado com a estirpe de referéncia LaSota do VDN foi capaz de amplificar o
fragmento desejado, com um limiar de deteccdo efetivo até a sexta diluicéo (10°) do
LCA (Figura 6). Ja a técnica de semi-nested-RT-PCR, utlizando os
oligonucleotideos iniciadores FIP1 e FIP2, mostrou-se mais sensivel e apresentou
um limiar de deteccdo efetivo até a décima diluicao (10719 (Figura 7), o que
representa uma sensibilidade de 1000 vezes maior do que a PCR. Estudos

anteriores demonstraram uma maior sensibilidade das técnicas de nested ou de
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semi-nested-PCR sobre a técnica convencional de PCR para a detecdo do VDN,
embora tenha-se o inconveniente de aumentar o risco de contamina¢cao da amostra
(ALDOUS & ALEXANADER, 2001, KHO et al., 2000).

Zhang et al. (2010) desenvolveram uma semi-nested RT-PCR utilizando
oligonucleotideos para a amplificacdo de uma regido do gene F abrangendo o sitio
de clivagem da proteina F do VDN, e obtiveram uma sensibilidade de 10 para a
primeira PCR e de 10° para a semi-nested RT-PCR. J& no estudo realizado por Kho
et al. (2000) foi relatado uma sensibilidade até a diluicdo 10 para a PCR, e uma
diluicdio de 10 para a nested- RT-PCR desenvolvida para a deteccéo do gene F do
VDN. Esses dados confirmam a maior sensibilidade do semi-nested-PCR quando
comparada com a PCR simples, tal como foi observado na técnica de semi-nested-
RT-PCR desenvolvida no presente estudo. Entretanto, deve-se ressaltar que a
capacidade de deteccdo do VDN em maiores diluicdes encontradas no estudo em
tela quando comparado aos demais trabalhos citados acima, possivelmente foi
decorrente do alto titulo do LCA infectado com a estirpe LaSota, em que na técnica
de HA foi igual a 10 (logy).

Ainda € necessario salientar que durante os experimentos nenhum dos testes
ou suas repeticdes apresentaram amplificacdo dos controles negativos na técnica de
semi-nested-RT-PCR, demonstrando-se que foram efetivos os cuidados com a
manipulacdo do acido nucléico das diferentes amostras, obtendo-se resultados

positivos somente para o VDN.
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Figura 6. Visualizacdo do eletroforograma em gel de agarose (1% tampéao TE), de
diferentes diluicdes da amostra padrao LaSota do VDN para a reacéo de
PCR realizada com os oligonucleotideos iniciadores FEP1 e FIP2.
Canaleta 1, 8,6 pL do Marcador molecular 1Kb plus DNA Ladder
(INVITROGEN). Canaletas de 2 a 10, as diluicdes: 1:1, 10?, 10?, 103, 10°
107, 10°, 107, 10®. Canaleta 11, controle negativo da reacao.

Figura 7. Visualizacdo do eletroforograma em gel de agarose (1% tampéo TE), de
diferentes diluicdes da amostra padrao LaSota do VDN para a reacao de
semi-nested-RT-PCR realizada com os oligonucleotideos iniciadores FIP1
e FIP2. Canaleta 1, 8,6 pL do Marcador molecular 1Kb plus DNA Ladder
(INVITROGEN). Canaletas de 2 a 14, as diluicdes: 1:1, 10™, 10, 103, 10°
4,10°, 10° 107, 10®, 10°, 10°, 10", 10™*% Canaletas 15 e 16, controle
negativo da reagao.
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5.8 Especificidade Analitica da Técnica de semi-nested-RT-PCR para a
deteccéo do VDN

Na Figura 8, esta apresentado o resultado do teste de especificidade da
técnica de semi-nested-RT-PCR, utilizando-se os oligonucleotideos FIP1 e FIP2.
Verifica-se que houve amplificacdo do fragmento esperado de 196 pb do gene da
proteina F apenas na amostra de referéncia estirpe LaSota do VDN e ndo houve
amplificacdo desse mesmo fragmento em nenhuma das amostras de virus
heterdlogos testadas: metapneumovirus aviario (estirpes 119/95-BR e PL), virus da
bronquite infecciosa (estirpe H-120), e virus da doenca de Gumboro (estirpe S-706).
Analisando esse resultado, pode-se considerar que essa técnica foi especifica para
a deteccéo do VDN, o que indica que os oligonucleotideos ndo se combinaram com
sequéncias do genoma dos virus heterélogos testados, nem levaram a amplificacdo
desses virus. Nesse sentido, € correto supor que a selecdo dos oligonucleotideos
aqui empregados foi apropriada, ja que tais reagentes se constituem em parametro
de fundamental importancia para conferir especificidade e sensibilidade a técnica de
semi-nested-RT-PCR. Para corroborar com essa inferéncia, Pham et al. (2005) que
haviam definido a sequéncia de bases do par de iniciadores FIP1 e FIP2, obtiveram
a mesma especificidade analitica encontrada nesse estudo, tanto na técnica de RT-
PCR em tempo real, como de PCR convencional, sendo que esse mesmo conjunto
de iniciadores foi usado por n6s em combinacdo apropriada com um novo iniciador
(FEP1) para o desenvolvimento dessa nova abordagem de diagnéstico molecular,
isto &, a técnica de semi-nested-RT-PCR.
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Figura 8. Visualizacdo do eletroforograma em gel de agarose (1% tampéo TE), do
teste de especificidade da técnica de semi-nested-RT-PCR realizada com
os oligonucleotideos iniciadores FIP1 e FIP2. Canaleta 1, 8,6 pL do
Marcador molecular 1Kb plus DNA Ladder (INVITROGEN). Canaleta 2,
amostra de referéncia estirpe LaSota do VDN, Canaleta 3, pneumovirus
aviario (119/95-BR), Canaleta 4, virus da bronquite infecciosa (H-120),
Canaleta 5, gumboro (cepa S-706), Canaleta 6, pneumovirus aviario (cepa
PL), Canaleta 7 e 8, controle negativo.

5.9 Aplicacdo da Técnica de semi-nested-RT-PCR para a deteccao do

VDN em amostras de pombos de vida-livre

Das 101 amostras de suabes cloacais colhidas de pombos de vida livre,
nenhuma amostra se mostrou positiva para o VDN apo6s a primeira PCR, realizada
com os oligonucleotideos externos (FEP1 e FIP2), enquanto que nove amostras
apresentaram-se positivas, apés a realizacdo do semi-nested-RT-PCR, com o0s
oligonucleotideos internos (FIP1 e FIP2), a qual proporcionou a amplificacdo a partir
dessas amostras de produtos com aproximadamente 196 pb (Figura 9). Este é o
tamanho esperado para o produto amplificado do gene F do VDN, quando séo
usados os oligonucleotideos iniciadores FIP1 e FIP2 (PHAM et al., 2005). Ademais,
o fato de so6 terem sido detectadas amostras positivas na reacdo de semi-nested-RT-
PCR sugere tanto que essas amostras sao portadoras de concentragcdes mais
reduzidas do VDN, como também que essa metodologia é detentora de um maior
grau de sensibilidade, tal como era esperado (KHO et al., 2000, OKINO, 2007),
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sobretudo quando ela € comparada com técnicas de PCR convencional. Essa maior
sensibilidade por sua vez, pode ser relacionada aos oligonucleotideos externos e
internos que foram utilizados, os quais possivelmente tornaram a amplificacdo do
gene alvo mais sensivel (KHO et al. 2000, PHAM et al., 2005).

Figura 9. Visualizacao do eletroforograma em gel de agarose (1% tampéo TE), das
amostras positivas para a técnica de semi-nested-PCR. Canaleta 1, 8,6 uL
do Marcador molecular 1Kb plus DNA Ladder (INVITROGEN). Canaletas 2
a 11, amostras positivas de pombos, Canaleta 12 e 13, controles
negativos.

Desse modo, em 8,9% das aves analisadas pela reacédo de semi-nested-RT-
PCR foram confirmadas a presenca do VDN. Embora possam se tratar de condi¢des
epidemioldgicas bem diversas para a infeccdo com o VDN, a frequéncia de
positividade encontrada no presente estudo € superior a encontrada por Boynukara
et al. (2013), que utilizando a técnica de PCR em tempo real para o diagnéstico do
VDN, constatou a presenca desse virus em 5,18% de um total de 540 aves, nas
quais estavam inclusas 22 espécies selvagens e migratdrias capturadas na Turquia.
Uma porcentagem menor de aves positivas para o VDN foi também encontrada por
Thomazelli et al. (2010), que constataram a presencga do VDN em 2% de um total de
100 pinguins capturados na Antartida, e cujas amostras de suabes cloacais foram

examinadas por meio da técnica de PCR em tempo real para o gene M do VDN.
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No entanto, e em contraste a esses resultados da técnica de tempo real de
RT-PCR, Tan et al. (2004) comprovaram a maior sensibilidade para a deteccdo do
VDN na técnica de PCR em tempo real, e encontraram um limite de deteccdo de 10
pg de DNA para a técnica de PCR em tempo real, enquanto que para as técnicas
nested-RT-PCR e de PCR convencional, esses limites foram de 1 e 10 ng de DNA,
respectivamente.

Além disso, deve-se ressaltar que um resultado positivo na técnica de
sorodiagnaostico é um sinal indicativo de que a ave teve contato prévio com o agente,
seja ele de natureza patogénica ou vacinal, porém isso ndo € necessariamente
indicativo da doenca, particularmente em se tratando de pombos, espécie
considerada resistente a determinadas estirpes de VDN (ALEXANDER, 1991,
CARRASCO et al.,, 2008; STONE et al., 1989). Por sua vez, a presenca de
anticorpos anti-VDN em aves de vida livre também pode ser atribuida a exposicéo a
estirpes vacinais lentogénicas, ou a recuperacdo de infeccdo ocasionada por uma
estirpe mesogénica do VDN, ou ainda, a anticorpos de origem materna (PAREDE &
YOUNG, 1990).

Muito provavelmente, os pombos utilizados no presente trabalho
apresentavam um comportamento de vida que incluia um contato mais freqiente a
locais onde se encontram aves de criagdo, como galinhas e frangos, que
usualmente sdo submetidas a programas vacinais rotineiros contra o VDN, podendo
inclusive ter relacBes diretas e/ou indiretas, como contato com fezes e utilizacao de
mesmo comedouro ou bebedouro. Assim, a deteccdo de uma porcentagem
relativamente maior do VDN em comparacdo a outros trabalhos citados na literatura
utilizando aves de vida livre parece estar relacionada com a infeccdo dessas aves
por estirpes vacinais lentogénicas do VDN. A elucidacao disso podera ser feita com
0 sequenciamento de nucleotideos dos produtos amplificados do gene F que foram
obtidos no presente estudo, seguido das analises filogenéticas apropriadas.

Silva et al. (2006) isolou VDN vacinal de passeriformes (tico-tico) capturados
em fazendas comerciais de frangos de corte no estado de Pernambuco, bem como
detectou anticorpos anti-VDN nestas mesmas espécies de aves, sugerindo que os
tico-ticos tenham se infectado pela ingestdo de particulas virais provenientes da

adgua usada para vacinacdo desses criatorios. Da mesma forma que passeriformes
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podem se infectar com linhagens vacinais do VDN, a reciproca pode ocorrer e,
assim, os passeriformes podem levar o VDN, em circulagéo, para as criacbes de
galinhas ou frangos de corte.

No Brasil, pesquisadores ja relataram a presenca do VDN, a qual foi
detectada pela técnica de RT-PCR, em aves selvagens (DEMETRIO, 2002), sendo
que, em um outro estudo, foi também observada a presenca de anticorpos anti-VDN
em galinhas domeésticas nao vacinadas (OLIVEIRA JR. et al., 2003). Por outro lado,
em uma pesquisa realizada com amostras fecais de diversas espécies de
psitaciformes e passeriformes, oriundos de animais silvestres apreendidos por trafico
em Itanhaém-SP, e utilizando a técnica de RT-PCR, ndo houve amplificacdo de
material genético desse agente em nenhuma das amostras analisadas
(SAIDENBERG et al.,, 2006). Ainda, uma outra investigacdo também relata o
insucesso no isolamento do VDN a partir de amostras colhidas de aves de fauna
nativa, tanto as de cativeiro como as de vida livre, incluindo, no caso, papagaios,
cacatuas e periquitos, que conviviam com uma galinha com doenca de Newcastle, e
da qual foi isolada uma amostra de alta patogenicidade desse agente, sugerindo que
essas espécies de aves silvestres eram refratérias a infec¢éo pelo VDN (JOHNSON
et al., 1986).

A proposito, Denadai et al. (2011) demonstrou experimentalmente que
periquitos-australianos (Melopsittacus undulatus) ndo manifestaram sinais clinicos
nem alteracbes patoldégicas quando desafiados com uma amostra do VDN
patogénica para galinhas; contudo, essas aves infectaram-se, permaneceram no
estado de portador e foram capazes de transmitir o virus para galinhas SPF até 19
dias ap0Os a infeccdo experimental. Algumas outras espécies de aves também se
apresentaram susceptiveis a infeccdo com estirpe do VDN virulenta para galinhas e,
ao mesmo tempo, mostram-se refratarias a doenca clinica apds infeccdo com o
VDN, como ocorre com as galinhas d' Angola (Numida meleagridis) (PAULILLO et
al., 2005 a), perdizes (Rhynchotus rufescens) (PAULILLO et al., 2005 b), codornas
(Coturnix coturnix japonica) (LIMA et al., 2004), pombos (CARRASCO, 2008) e patos
(Anas platyrhynchos) (FRANZO et al., 2004). Todos esses dados da literatura

servem para realcar a importancia das aves de vida livre como potencial reservatorio
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da infeccao de VDN para aves domeésticas e de cria¢des industriais, como galinhas e

frangos.

5.10 Comparacdo dos resultados obtidos nas técnicas BFL-Con A-

ELISA, HI e semi-nested-RT-PCR para o diagnostico da infec¢ao pelo VDN

Na analise comparativa entre os resultados obtidos no HI, BFL-Con A-ELISA
e semi-nested-RT-PCR para o diagnéstico da infeccédo pelo VDN, foram verificados
que de 101 amostras de pombos analisadas por essas técnicas, trés aves foram
positivas para anticorpos anti-VDN no teste de HI, seis aves foram positivas para
anticorpos anti-VDN no teste de BFL-Con A-ELISA e nove aves foram positivas na
técnica de semi-nested-RT-PCR (Tabela 2). A partir desses dados foram
determinadas a sensibilidade e a especificidade relativas da técnica de semi-nested-
RT-PCR frente aos testes de HI e de BFL-Con A-ELISA. Nesse sentido, quando o
teste de HI foi utilizado como referéncia, o semi-nested-RT-PCR apresentou
sensibilidade relativa de 100% e especificidade relativa de 93,9%; ja, quando o BFL-
Con A-ELISA foi utilizado como referéncia, a sensibilidade relativa foi de 100%, e a

especificidade relativa de 96,8% (Tabela 3).

Tabela 2. Comparacéao dos resultados obtidos nas técnicas de BFL-Con A-ELISA, HI
e semi-nested-RT-PCR para a deteccdo do VDN em 101 amostras de

pombos.
Semi-nested-RT-PCR HI
Positivos Negativos Positivos Negativos
BFL-Con A-ELISA
Positivos 6 0 3 3
Negativos 3 92 0 95
HI
Positivos 3 0

Negativos 6 92
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Tabela 3. Sensibilidade relativa e especificidade relativa do teste de semi-nested-
RT-PCR comparado com os testes de HI e BFL-Con A-ELISA.

Semi-nested-RT-PCR Semi-nested-RT-PCR comparado

comparado com Hi com BFL-Con A-ELISA
Sensibilidade (%) 100 100
Especificidade (%) 93,9 96,8

De fato, as técnicas sorolégicas aplicadas no presente trabalho apresentaram
uma menor sensibilidade para detectar a infeccdo pelo VDN, quando comparadas
com a técnica de semi-nested-RT-PCR, o que, em principio era esperado, pois, via
de regra, as técnicas de biologia molecular tém apresentado uma sensibilidade
maior do que as técnicas sorologicas, quando esses procedimentos sdo usados para
o diagnostico de diferentes tipos de agentes infecciosos (MARTINS et al., 2000).
Nesse sentido, os métodos moleculares apresentam uma sensibilidade que pode ser
de 100 a 1000 vezes superior a dos métodos sorolégicos de deteccao viral
(MARTINS et al., 2000). Tal caracteristica apresentada é um dos grandes
diferenciais das técnicas moleculares, ja que amostras contendo agentes que
perderam a infectividade, ainda podem ser detectadas por essas técnicas, sobretudo
pelo método de semi-nested-RT-PCR (CARRASCO et al., 2008; KHO et al., 2000).
No entanto, devido a alta sensibilidade, varias medidas e cuidados necessitam ser
adotados durante o processamento das amostras por tal metodologia, a fim de se
evitar a contaminacdo cruzada com os fragmentos de DNA amplificados e re-
amplificados e, por conseguinte, a geracao de resultados falso-positivos (KHO et al.,
2000; OIE, 2012).

Nesse mesmo contexto, foi relatado na literatura que o RT-PCR duplex para o
VDN apresentou maior sensibilidade que o HI, sendo um teste eficiente no
monitoramento do virus em aves migratorias e silvestres (SOARES, 2002). Ja em
uma pesquisa realizada com amostras de soros de irerés (Dendrocygna viduata),

utilizando a técnica de Hl, foi detectada a presenca de anticorpo contra o VDN em
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85,7% das amostras. No entanto, a pesquisa de genoma viral por RT-PCR né&o
revelou a presenca do agente nas amostras de suabes traqueais ou cloacais nessa
mesma espécie de aves (DEMETRIO, 2002). De qualquer forma, apesar de o HI ser
considerado como teste oficial de deteccdo da DN, as técnicas de ELISA e de
biologia molecular vém sendo mais utilizadas, devido a sua maior especificidade e
sensibilidade e até mesmo praticidade (WILLIANS et al., 1997; VIANNA et al., 2000).

Outro fator que pode ter contribuido para a detec¢cdo de um maior niumero de
aves positivas no semi-nested-RT-PCR ¢é o fato de que a maxima eliminacéo viral
através das fezes ocorre nos primeiros dias da infec¢gdo com o VDN e a producéo de
anticorpos circulantes detectaveis aumenta em um prazo mais prolongado. Desta
forma, foi possivel detectar nos pombos, genoma viral em amostras de suabes
cloacais, mesmo na auséncia de anticorpos detectaveis pela técnica de HI e BFL-
Con A-ELISA. Esses dados sdao comprovados por Carrasco et al. (2008) que
realizaram uma infeccdo experimental em pombos domésticos, e observaram que,
apos 21 dias da infeccdo, todas as aves desenvolveram anticorpos anti-VDN
detectaveis pelo teste de HI, e que a eliminacéo viral ocorreu logo no 5° dia da
infeccdo, persistindo até 24° dia pés-infec¢do, sem apresentar sinais clinicos. O pico
de eliminacéo viral, observado por esses autores, ocorreu entre o 11° e 13° dia da
infeccdo, periodo em que foi possivel detectar pela técnica de RT-PCR convencional
para amplificacdo de uma regido do gene F, a presenca do genoma do VDN nas
amostras de suabes cloacais de todos 0os pombos.

De qualquer forma, para efeito de diagndstico do VDN, apenas os resultados
da sorologia ndo séo suficientes, devendo ser acompanhados pela aplicacdo de
outras técnicas de diagndstico direto desse agente, como as de biologia molecular
para verificar a presenca do material genético do agente etiolégico. Ademais, alguns
estudos demonstram que mesmo com o uso de técnicas de biologia molecular
podem ocorrer falhas, tendo em vista que a eliminacdo do VDN é intermitente.

Diante de todo o exposto acima, nenhuma técnica alcanca, na realidade, uma
plena eficiéncia de diagnostico para um dado agente infeccioso, sendo que os
possiveis fatores que mais estdo envolvidos na manutencdo do agente em uma

populacdo sao: presenca de aves portadoras; introducdo de aves susceptiveis;
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multiplicidade de espécies aviarias (aves comerciais x aves de vida livre) e
heterogenicidade de estirpes do VDN (AWAN et al., 1994).

Concluindo, deve ser ressaltado que tanto o teste de BFL-Con A-ELISA e a
técnica de semi-nested-RT-PCR, desenvolvidos e aplicados no presente estudo,
revelaram-se capazes de detectar a infeccado pelo VDN em pombos de vida-livre e
podem ser usados separadamente, ou idealmente em conjunto, ou ainda associados
com os métodos tradicionais de diagnostico laboratorial do VDN (HI, isolamento do
VDN em ovos embrionados, inoculacgdo em pintos SPF para avaliar a
patogenicidade dos isolados do VDN). Além disso, a técnica de semi-nested-RT-
PCR apresenta uma vantagem adicional de possibilitar que o produto génico
amplificado (regido codificadora do sitio de clivagem da proteina F do VDN) possa
ter os seus nucleotideos sequienciados, permitindo ao acesso a uma informacéo
extra, ou seja, de determinar a sequéncia deduzida de aminoécidos desse local e
levantar inferéncias sobre o potencial de patogenicidade da estirpe do VDN que esta
causando esse processo infeccioso na ave da qual foi obtida a amostra para ser
analisada (ALDOUS & ALEXANDER, 2001; KE et al., 2001; YU et al., 2001).
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6. CONCLUSOES

Em face dos resultados encontrados no presente estudo e por todo 0 exposto

no item Discusséo, pode-se concluir que:

6.1 A técnica de BFL-Con A-ELISA desenvolvida e aplicada nesse estudo foi
capaz de detectar e mensurar com eficiéncia anticorpos contra o virus da doenca de
Newcastle em soros de pombos, o que ficou caracterizado pelos elevados niveis de
sensibilidade, especificidade, acuracia e concordancia em relacdo ao teste padrdo
de HI, caracterizando, dessa forma, o grande potencial de aplicacdo desse método
de ELISA no imunodiagnostico da infeccdo pelo VDN em pombos e em outras

espécies de aves de vida-livre.

6.2 A reacdo de semi-nested-RT-PCR desenvolvida nesse trabalho mostrou-
se bastante eficiente na deteccdo da regido codificadora do sitio de clivagem da
proteina F do VDN, tanto em amostras de liquido corion-alantéide como de suabes
cloacais de pombos, o que é respaldado pelas suas elevadas sensibilidade e
especificidade, o que indica o potencial para ser aplicada no diagnostico direto do

VDN em diferentes tipos de amostras bioldgicas.

6.3 A comparacdo entre as técnicas HI, BFL-Con A-ELISA e semi-nested-RT-
PCR, revelou que essa Ultima foi mais sensivel para a detec¢do da infec¢do pelo
VDN em amostras colhidas de pombos de vida-livre, podendo ser utilizada com
vantagens, associada ou nao a esses métodos sorolégicos, no diagnastico

laboratorial desse patégeno viral.
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