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DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DA TECNICA DE NESTED-RT-PCR
PARA A DETECCAO E IDENTIFICACAO DE VARIANTES BRASILEIRAS DO
VIRUS DA BRONQUITE INFECCIOSA

RESUMO - Em plantéis avicolas, é frequente a ocorréncia de doencas
infecciosas respiratérias e dentre estas, destaca-se a Bronquite Infecciosa (Bl),
uma doenca aguda e altamente contagiosa de aves. A Bl é causada pelo virus
da bronquite infecciosa (VBI), cujo processo infeccioso geralmente provoca
perdas econdmicas significativas para as criacdes avicolas. A extensa variagdo
genética, especialmente nas regides hipervariaveis (HVRs) do gene S1, é uma
das principais caracteristicas da evolucado do VBI, e resulta no surgimento de
diversas variantes, que requerem um diagnostico molecular que inclua a
deteccdo dessas novas estirpes, como o gendétipo brasileiro (BR-VBI), pois a
deteccado e identificacdo do agente etioldgico sdo essenciais para o controle
dessa enfermidade. Para tanto, € necessario que os métodos de diagndstico
empregados sejam sensiveis, especificos e de baixo custo. Foi entdo
desenvolvida e avaliada neste estudo uma técnica de Nested-RT-PCR (BR-
Nested-RT-PCR) utilizando um conjunto de oligonucleotideos iniciadores
desenvolvido dentro da regido HVR3 do gene S1 de estirpes variantes
brasileiras do VBI para a deteccdo e identificacdo de linhagens do genotipo
brasileiro do VBI presentes em amostras bioldgicas de aves e comparada com
a Nested-RT-PCR universal, utilizando oligonucleotideos iniciadores universais
para a mesma regido do gene S1. Os resultados demonstraram que a técnica
BR-Nested-RT-PCR apresentou uma elevada sensibilidade na deteccdo de
estirpes do gendtipo BR-1 do VBI e ndo gerou produtos amplificados a partir de
amostras de virus heterdlogos testados (virus da doenca de Newcastle,
metapneumovirus aviario, reovirus e virus da doenca de gumboro), nem de
estirpes do VBI classificadas em outros genotipos.). Ademais, quando foram
comparadas as técnicas BR-Nested-RT-PCR com a técnica universal de
Nested-RT-PCR foram obtidas boa concordancia (k = 0,67), sensibilidade
relativa de 85,4% e especificidade relativa de 81,6% para a deteccéo direta e
identificacdo de estirpes do gendtipo BR em amostras de campo. Em
concluséo, a técnica de BR-Nested-RT-PCR desenvolvida no presente estudo,
oferece uma opc¢édo de menor custo e menor complexidade do que a técnica de
RT-PCR em tempo real para detectar e diferenciar estirpes do genétipo BR-I do
VBI, sem comprometer a especificidade ou a sensibilidade, tendo, assim, o
potencial de viabilizar a ado¢cdo de meios mais efetivos para o diagndstico
direto de estirpes do gendtipo BR-1 do VBI em amostras colhidas de aves
mantidas em criacbes comerciais.

Palavras-chave: bronquite infecciosa das galinhas, diagndstico molecular
direto, gene da glicoproteina S1, genotipo BR-I.



DEVELOPMENT AND APPLICATION OF THE NESTED-RT-PCR
TECHNIQUE FOR THE DETECTION AND IDENTIFICATION OF BRAZILIAN
VARIANTS OF INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS

ABSTRACT - Infectious bronchitis (IB) is an acute and highly contagious
disease of birds. IB is caused by infectious bronchitis virus (IBV), which usually
results in significant economic losses for poultry farms. The extensive genetic
variation, especially in the hypervariable regions (HVRS) of the S1 gene, is one
of the main characteristics of the evolution of IBV, and results in the appearance
of several variants that require a molecular diagnosis which includes the
detection of these new strains, such as Brazilian | genotype (BR-I), since the
detection and identification of the causative agent are essential for the control of
the disease. Therefore, the diagnostic methods used must be sensitive, specific
and inexpensive. A Nested-RT-PCR (BR-Nested-RT-PCR) technique was
developed and evaluated in this study using a set of primers designed for the
HVR3 region of the S1 gene for the detection and identification of Brazilian
genotype strains of IBV present in biological samples from birds and compared
with universal Nested-RT-PCR using universal primers for the same region of
the S1 gene. The results demonstrated that the BR-Nested-RT-PCR technique
had a high sensitivity to detect IBV strains from BR-I genotype and did not
generate amplified products from heterologous virus samples tested (Newcastle
disease virus, avian metapneumovirus, Reovirus and Gumboro disease virus),
neither from IBV strains of other genotypes. In addition, the comparison
between BR-Nested-RT-PCR techniques with the universal Nested-RT-PCR
technique revealed good agreement (k = 0.67), relative sensitivity of 85.4% and
relative specificity of 81.6 % for the direct detection and identification of BR-I
genotype strains in field samples. In conclusion, the BR-Nested-RT-PCR
technique developed in the present study offers a lower cost and less complex
option than the real-time RT-PCR technique to detect and differentiate strains of
the BR-I genotype of IBV without compromising specificity or sensitivity, and
has the potential to provide a more effective mean for the direct diagnosis of
BR-1 IBV strains in samples collected from birds reared in commercial flocks.
Keywords: Avian Infectious Bronchitis, Molecular Direct Diagnosis, S1
glycoprotein gene, BR-I genotype.



LISTA DE ABREVIATURAS

ABPA — Associacao brasileira de proteina animal

DEPC — Dietil-pirocarbonato

DIE — Dose Infectante Embrionaria

dNTP - Desoxirribonucleotideos Fosfatados

dpi — dia pés-infeccéo

H120 — Holland 120

HE — Hematoxilina-Eosina

HI — Inibicdo da Hemaglutinacao

IBV - infectious bronchitis virus

Kb — Quilobases ou 1000 unidades de bases

kDa - Kilodalton

LCA — Liquido Cério Alantéide

M41 — Massachussets 41

ng — Nanograma

OIE - Organizacdo Mundial de Saude Animal

pb — Pares de bases

PCR - “Polimerase Chain Reaction” - Reagdo em Cadeia da Polimerase
pg - Picograma

pi — P&s Infeccéo

RNA — Acido ribonucléico

RT- “Reverse transcriptation” - Transcricdo Reversa

S — “Spike” - Glicoproteina de Superficie

SPF — “Specific Pathogen Free” — Livre de patdgenos especificos
TA — Temperatura Ambiente

Tm — “Melting temperature” — Temperatura de dissociacao

VBI - virus da Bronquite Infecciosa



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

vii

LISTA DE FIGURAS

Representacdo esquematica do Genoma do VBI adaptado de
Cavanagh (2005) e Gorbalenya et al. (2006). Gene S e
subunidades S1 e S2, com as regibes de hipervariabilidade
(HRV1, HRV2 e HVR3) localizadas no gene S1, com as
respetivas combinagdes de oligonucletideos iniciadores utilizados
na técnica de BR-Nested-RT-PCR..........ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns

Visualizacdo em gel de agarose dos produtos amplificados apés
o gradiente de temperatura de pareamento dos oligonucleotideos
inicadores BRV1+ e BRV2-. Na canaletas 1, 5 uL Marcador de
tamanho molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). Nas
canaletas de 1 a 12, os produtos de RT-PCR com 5 ul
provenientes das seguintes temperaturas 48°C (canaleta 1),
48,3°C (canaleta 2), 49,1°C (canaleta 3), 50°C (canaleta 4),
51,4°C (canaleta 5), 53,1°C (canaleta 6), 55,2°C (canaleta 7),
56,9°C (canaleta 8), 58,2°C (canaleta 9), 59,1°C (canaleta 10),
59,8°C (canaleta 11) 60°C (canaleta 12), respectivamente. A
melhor temperatura para pareamento desse par de
oligonucleotideos iniciadores correspondeu a 53,1°C (seta
branca) que gerou o produto amplificado da canaleta 6. Nas
canaletas 13 e 14 foram incluidos os controles negativos da

Eletroforese em gel de agarose para a avaliacdo da
especificidade analitica com virus heterélogos ndo pertencentes
ao VBI. Foi obtido apenas um produto de 133 pb que amplificou a
estirpe IBVPRO5* utilizando o conjunto de oligonucleotideos
iniciadores BRV1+/BRV2-. (M) Marcador de tamanho molecular
(100 pb), (canaleta 1) estirpe La Sota do VDN, (canaleta 2)
estirpe Ulster do VDN, (canaleta 3) estirpe B1do VDN, (canaleta
4) estirpe VG do VDN, (canaleta 5) estirpe S-706 do VDG,
(canaleta 6) estirpe 1133 do Reovirus, (canaleta 7) estirpe PL do
Metapneumovirus aviario, (canaletas 8 e 9) E.coli, (canaletas 10 e
11) Controles negativos, (canaleta 12) estirpe IBVPR0O5 do
gendtipo BR-l1 do VBI, (canaleta 13) estirpe H120 do gendtipo
Massachusetts dO VBI..........oooiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e

Eletroforese em gel de agarose para a avaliacdo da
especificidade analitica com as diferentes estirpes do VBI. (A)
Foram obtidos produtos de 393 pb para a amplificacdo de todas
as estirpes testadas utilizando o conjunto SX3+ /SX4-. (B) Um
produto de 133 pb foi obtido para a amplificacdo de estirpes de
gendtipo BR utilizando o conjunto BRV1+/BRV2-. (canaleta 1)
IBVPRO5*, (canaleta 2) estirpe H120, (canaleta 3) estirpe Mab,
(canaleta 4) estirpe M41, (canaleta 5) estirpe Connecticut,
(canaleta 6) estirpe Arkansas, (canaleta 7), estirpe Beaudette,
(canaletas 8 e 9) Controle Negativo.

*IBVPRO5 é uma estirpe de genotipo BR.........cccccvvviiiiiiiiiiiiiiiinnnn,

15

21

22



Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

viii

Gel de agarose para a avaliacdo da sensibilidade analitica da BR-
Nested-RT-PCR para a deteccdo da estirpe IBVPRO5. (A)
diluicbes seriadas de razdo dez do cDNA da estirpe IBVPRO5 a
partir de 100 a 10°®, (canaleta M) DNA ladder 100pb, (canaleta 1)
107 cépias/pl (ndo diluido), (canaleta 2 a canaleta 7) 10°, 10°, 10°,
103, 10% e 10" copias/pl, (canaleta 8) Controle negativo. (B) séries
de diluicdo de razdo dez, de LCA contendo 10’ DIEsy/ml,
comecando de 100 a 10°. (canaleta M) DNA ladder 100pb,
(canaleta 1) 100 (ndo diluido), (canaleta 2 a canaleta 7) 10, 107,
103, 10®% 10° e 10° copias/ul, (canaleta 8) Controle
NEGALIVO......iiiiieeeeieeetiteit e r e e e e e e e e e e e e ee e e e te et a e e e e e eeaeeeaaeeeeeeeerrrannnes

Comparacdo da BR-Nested-RT-PCR com a Nested-RT-PCR
universal para detec¢éo do VBI em amostras de campo..........

Alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos da porcao
intermediaria do gene S1, obtidas dos dois isolados de campo do
VBI (IBVSP05-16 e IBVSP06-16) destacados com molduras de
linhas verdes, juntamente com as sequéncias desse mesmo gene
de estirpes de referéncia obtidas do GENBANK. Os residuos de
nucleotideos idénticos sdo representados por pontos (.) e as
posicbes das delecbes ou auséncias de sequenciamento Sao
representadas por tracos (-). A moldura com linhas vermelhas
destaca a sequéncia de nucleotideos do oligonucleotideo
iniciador BRV1+ e a moldura com linhas azuis destaca a
sequéncia de nucleotideos do oligonucleotideo iniciador BRV2-...

Dendrograma construido a partir da andlise filogenética feita com
base na sequéncia parcial de nucleotideos do gene S1 (nts. 730 a
1085) de diferentes estirpes e isolados do VBI usando o algoritmo
Neighbor-Joining e o método de Kimura 2 Parameter. As
sequéncias parciais do gene S1 dos isolados IBVSP05-16 e
IBVSP06-16 do VBI foram identificadas com moldura vermelha,
sendo apresentadas também as demais sequéncias desse
mesmo gene de outras estirpes de referéncia do VBI que foram
obtidas do GenBank, e que estdo identificadas com seus
respectivos numeros e/ou nomes. Os 10 principais genétipos que
foram caracterizados nessa analise filogenética estao
individualizados por chaves, 0s quais estédo identificados ou em
relacdo as estirpes de referéncia mais conhecidas que compdem
esses gendtipos, ou aos paises de origem dos quais essas
estirpes do VBI sao originarias. Os n6s em cada chave
representam 1000 réplicas para a determinacdo dos valores de
bootstrap (somente valores de bootstrap =50 sdo mostrados). A
barra embaixo do dendrograma representa 0 numero de
substituicbes de nucleotideos por

24

25

28



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

LISTA DE TABELAS

Oligonucleotideos utilizados para a rea¢do de RT-PCR e
NeSted-RT-PCR.......cooiieiciie e

Comparacédo entre as reacdoes de RT-PCR universal e
BR-Nested-RT-PCR........coooiiiiie e

Comparacdo dos resultados da BR-Nested-RT-PCR e
universal para a deteccdo do Virus de Bronquite
Infecciosa Aviaria em amostras de campo colhidas de
granjas comerciais de aves de corte............cccccveeeeeeeennnns

Identidades de nucleotideos (diagonal de baixo) e de
aminoacidos (diagonal de cima), em valores percentuais
de sequéncias parciais do gene / proteina S1 dos dois
novos isolados de campo do VBI em relacdo as
sequéncias analogas de estirpes de gendtipos de
referéncia desSSe VIrUS..........oovvviviiiuiiiiiiii e

Pagina

17

25



1 INTRODUCAO

A cadeia de producdo de carne de frango brasileira € uma das mais
importantes do mundo. A producado de carne de frango vem acompanhando o
crescimento da demanda interna e externa decorrente do aumento da
competitividade e produtividade, mas também pelo aumento no nivel de
urbanizacao e renda da populacéo, da diversificacdo das dietas e da mudanca
de habitos alimentares. A producédo de carne de frango no Brasil superou 13,1
milhdes de toneladas, assumindo o segundo lugar mundial, que antes era da
China e ocupa a lideranca mundial na exportacdo. Quanto a producéo de ovos,
foram 39 bilhGes de unidades produzidas (ABPA, 2015).

No entanto, as doencas infecciosas, especialmente as de etiologia viral e
relacionadas ao sistema respiratorio, exercem um impacto significativo em
termos de perdas econdmicas na avicultura do mundo todo. Tais perdas se
refletem na diminuicdo do crescimento e consequente reducdo na producao de
carne, comprometimento da qualidade e da producdo de ovos e em alguns
casos resultam na morte das aves. Entre os patdgenos respiratérios, o virus da
bronquite infecciosa aviaria € um dos mais relevantes, devido a sua ampla
disseminacdo entre o0os hospedeiros suscetiveis e grande potencial de
variabilidade genética e antigénica (CAVANAGH, 2005; JONES, 2010).

O virus da bronquite infecciosa (VBI), acomete frangos, matrizes e
poedeiras da espécie Gallus gallus de qualquer idade. Por seu potencial de
ampla disseminacdo entre as criagcbes avicolas, possui importancia
socioeconbémica e implicacdes sanitarias (CAVANAGH, 2005; JONES, 2010).

O VBI é conhecido principalmente por ocasionar uma doenc¢a aguda do
trato respiratério de seus hospedeiros. No entanto, algumas estirpes deste
virus podem desenvolver lesdes em diversos 6rgdos dos tratos urinario,
reprodutor e digestério das aves infectadas. Esta caracteristica esta
relacionada principalmente pela alta taxa de variabilidade genética do VBI, que
reflete no surgimento de estirpes variantes genéticas e em alguns casos
fenotipicas, com padrdes de tropismo e patogenia diferentes das estirpes de
referéncia desse virus, incluindo aquelas mais usadas na producdo de vacinas
(CAVANAGH, 2007).



A bronquite infecciosa esta amplamente disseminada entre as criacoes
avicolas comerciais e € uma das enfermidades virais que mais tem causado
perdas econémicas a producédo avicola. A constante evolucdo deste virus leva
a alterac6es em genes que codificam as proteinas estruturais e ndo estruturais
do VBI. Dessa forma, essas mutagcdes podem modificar importantes epitopos
neutralizantes desse virus, gerando continuamente novas estirpes e até
mesmo sorotipos do VBI (CAVANAGH, 2007; DE WIT et al., 2011). Essa alta
variabilidade dificulta a deteccdo molecular e identificacdo de estirpes variantes
(UMAR et al., 2016).

Portanto, a rapida e eficiente deteccdo e identificacdo do VBI séo
imprescindiveis para que medidas mais eficazes de controle sejam
prontamente tomadas assim como a utilizacdo de métodos de diagndstico
sensiveis, especificos e de baixo custo. Para isso, as técnicas de biologia
molecular como a reacdo em cadeia da polimerase antecedida pela transcricéo
reversa (RT-PCR) € uma ferramenta muito utilizada na deteccdo de diversos
RNA virus, inclusive o VBI e, em conjunto com o sequenciamento de genes
especificos, pode ser rotineiramente utilizada com o objetivo de discriminar
diferentes estirpes virais (DE WIT, 2000; FRAGA et al.,, 2013; UMAR et al.,
2016; VILLARREAL et al., 2007; WORTHINGTON et al., 2008).

Apesar de a RT-PCR ser uma técnica extremamente sensivel, a sua
sensibilidade pode ser aumentada através da realizacdo da técnica de
"Nested"-PCR que combina alta sensibilidade com condi¢cdes de execucdo
simples e barata (WORTHINGTON et al., 2008).

Em vista disso, foi desenvolvida e aplicada uma nova técnica de Nested-
RT-PCR, utilizando um conjunto de oligonucleotideos iniciadores construidos
neste estudo e especificos para parearem com sequéncias de nucleotideos da
Regido Hipervariavel-3 (HVR3) do gene S1 apresentadas pelas estirpes de
gendtipo brasileiro do VBI (gendtipo BR-l1). A eficacia deste método na
diferenciacdo das estirpes BR-lI do VBI foi analisada através da deteccéo e
identificacdo direta do virus em amostras previamente isoladas de ovos

embrionados infectados e em amostras clinicas colhidas de aves comerciais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bronquite infecciosa aviaria

A Bronquite Infecciosa (Bl) é causada por um coronavirus aviario
chamado Virus da Bronquite Infecciosa (VBI), que foi o primeiro coronavirus a
ser isolado. A descoberta desse virus foi na década de 1930 no estado de
Dakota do Norte, localizada nos Estados Unidos. No Brasil a ocorréncia de Bl
foi relatada pela primeira vez em 1956 por Hipdlito (1957) e desde entéo, vem
acometendo aves de todas as idades, em diferentes regifes do pais (DE WIT
et al., 2011).

Este virus é um patdgeno de grande importancia na avicultura, sendo
capaz de provocar infeccdes em frangos de corte, galinhas poedeiras
comerciais e aves reprodutoras. A bronquite infecciosa € uma doenca aguda,
contagiosa caracterizada principalmente por sinais respiratérios, mas
dependendo da estirpe pode ser acometido o trato urogenital causando lesdes
nos rins e/ou ovidutos e gbénadas, trazendo como principais consequéncias
uma diminuicdo na producdo de carne e ovos (CAVANAGH, 2007). A
organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) mantém a Bronquite Infecciosa

em sua lista de doencas de importancia socioeconémica (OIE, 2017).

2.2. Etiologia e Morfologia Viral

O VBI pertence a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, género
Gammacoronavirus (ICTV, 2015). Seu genoma € composto por uma fita
simples de RNA de sentido positivo, ndo segmentado com 27,6 kilobases (Kb)
e que codifica proteinas estruturais e ndo estruturais do virus. Dessa forma,
quatro genes diferentes sdo responsaveis por codificar suas principais
proteinas estruturais: a glicoproteina de superficie (S), uma pequena proteina
de envelope (E), a glicoproteina da matriz (M) e a proteina que constitui o
nucleocapsideo (N) (CAVANAGH, 2007; DE WIT et al., 2011).

O gene S codifica a principal proteina estrutural do VBI, a glicoproteina S
que é clivada, apos ser traduzida, em duas subunidades, a subunidade amino-
terminal S1 composta por aproximadamente 500 aminoacidos e a subunidade
S2 compreendendo cerca de 600 aminoacidos (CAVANAGH, 2007).



O gene S1 é o mais variavel entre as diferentes estirpes e/ou isolados do
VBI e pode apresentar mutagbes em torno de 20 a 25% na sua sequéncia de
nucleotideos, que acarretam alteracbes nas sequéncias de aminodcidos da
glicoproteina S1 e, consequentemente na antigenicidade e no tropismo tecidual
das estirpes variantes do VBI (CAVANAGH, 2007).

A subunidade da glicoproteina S1 é responsavel pela infectividade viral,
devido a presenca de sitios que se ligam a receptores de células alvo da
infeccdo pelo VBI. Ademais, as mutacdes neste gene modificam importantes
epitopos alvos de anticorpos virus-neutralizantes de virus, gerando uma
variedade de tipos antigénicos e, consequentemente de diferentes sorotipos e
variantes do VBI. Essas variacdes génicas especialmente aquelas
correspondentes a codificacdo dos aminoacidos que compdem 0s principais
sitios de virus-neutralizacdo desse virus, constituem-se no principal mecanismo
do VBI para escapar das respostas imunes de defesa do hospedeiro
(CAVANAGH, 2007; DE WIT et al., 2011; JACKWOOD et al., 2012).

2.3. Patogenia

O Virus da Bronquite Infecciosa infecta principalmente as células do
trato respiratorio. No entanto, algumas variantes e diversos isolados de campo
desse virus podem afetar os sistemas reprodutivo, urinério e digestorio dessas
aves, 0 que da origem aos diferentes patétipos desse virus. A patogénese da
doenca difere de acordo com o0 sistema ou o0 tipo celular constituinte de
determinado 6rgdo envolvido, assim como na dependéncia da estirpe do virus
(CAVANAGH, 2007). Porém, a replicacdo desses virus em um dado tipo
celular, pode nem sempre desencadear alteracdes patologicas significativas,
mesmo quando este tecido apresente altos titulos virais (CAVANAGH, 2005;
COOK, 2001).

Apesar de as galinhas (Gallus gallus) e os faisdes (Phasianus spp.)
serem 0s hospedeiros naturais para o VBI, coronavirus geneticamente
similares ao VBI foram identificados em outras espécies de aves incluindo
pavao, peru, ganso, pinguim, pombo, pato, codorna, galinha d’Angola e
papagaio (CAVANAGH, 2007).

Uma certa similaridade antigénica também é vista entre o coronavirus de

peru (TCoV) e o virus da bronquite infecciosa aviaria, porém foi proposto que



estes coronavirus isolados sejam considerados espécies distintas, (GUY,
2000). Isso porque o coronavirus de perus apresenta um tropismo especifico
para o epitélio intestinal e para a bursa de Fabricius (NAQI et al., 1972; PATEL
et al., 1975) enquanto que o VBI nas galinhas domésticas além de se replicar
em orgaos do sistema digestorio (DHINAKAR RAJ; JONES, 1997; PENSAERT;
LAMBRECHTS, 1994) o 6rgdo de eleicdo e que apresenta sinais clinicos mais
frequentes da infeccdo por esse virus nesta espécie € o trato respiratorio
(CAVANAGH; NAQI, 1997). Ademais Guy et al. (1999) relataram em seus
experimentos que um isolado de coronavirus de perus, geneticamente
relacionado ao VBI, se replicou no trato intestinal e na bursa de Fabricius de
pintos inoculados com 1 dia de idade e estas aves ndo apresentaram sinais
clinicos. Além disso, esse coronavirus de perus nao foi detectado nos tecidos
respiratorios. Estes achados reforcam a hipotese de que os coronavirus de
perus, embora geneticamente semelhantes ao VBI, sdo espécies distintas
(CAVANAGH et al., 2001).

O VBI é transmitido principalmente por via aerégena através das
secrecOes respiratérias, particulas em suspensdo no ar de fezes de aves
infectadas e objetos contaminados. A presenca desse virus foi identificada em
células da traqueia, rim e bursa de Fabricius 24 horas ap0s a transmisséo via
aerossol (CAVANAGH; GELB, 2008).

A capacidade do VBI para se replicar em diferentes tecidos de galinhas
pode estar relacionada em parte ao fato de a ligacdo desse virus as células
hospedeiras depender da interacdo de sitios da glicoproteina S1 do acido N-
acetilneuraminico (acido sialico) presentes em moléculas receptoras nha
superficie de células alvo da infec¢cdo por esse virus (CAVANAGH, 2007).
Quando aves sdo acometidas durante as primeiras semanas de vida, sdo mais
comumente observados o0s sintomas respiratorios, caracterizados por espirros,
estertores da traqueia e elevada taxa de morbidade e mortalidade variavel, mas
frequentemente mais reduzida. Nas poedeiras e reprodutoras a enfermidade
ocasiona queda de postura e/ou producéo de ovos defeituosos, com baixa
mortalidade (FRANCA et al., 2011; LIM et al., 2011). As amostras virais que
sofrem tropismo podem causar lesdes renais como nefrite e nefrose, gerando
um quadro de diarreia e desidratacdo (CAVANAGH, 2007; MEIR et al., 2004;



VILARREAL et al., 2007). Em geral, a Bl ocorre sob diferentes formas clinicas e

patologicas.

2.4. Epidemiologia

A bronquite infecciosa (Bl) é uma doenca infecciosa globalmente
distribuida e sua taxa de disseminacdo depende principalmente da viruléncia
do virus e o estado imunitério das aves (CAVANAGH, 2007).

A investigacdo epidemiolégica das infeccdes pelo VBI demonstrou que a
disseminacédo de uma estirpe em uma area ou de um pais para outro pode ser
em parte devida, a introducdo impropria de aves comerciais no lote, por aves
migratérias, ou pela capacidade de alguns gendtipos do VBI de se evadir das
respostas imunes induzidas por vacinas formuladas apenas com a estirpe
americana que ¢é muito usada como estirpe de referéncia vacinal
(Massachusetts) do VBI (CAVANAGH, 2005; LIU et al., 2006; UMAR et al.,
2016).

Lixo contaminado, calcados, vestuario, utensilios, equipamentos e
pessoas em contato com as aves sao fontes potenciais de transmissao viral de
forma indireta e tém sido implicados na propagacdo do VBI a grandes
distancias (ERBECK; MCMURRAY, 1998; MCMARTIN, 1993; PURCHASE et
al., 1966).

O VBI pode ser inativado por poucos dias em temperatura ambiente, ou
a 56°C durante 15 minutos ou 45°C durante 90 minutos (OTSUKI et al., 1979),
ou ainda pelo uso de desinfetantes comuns, incluindo &lcool 70%, cloroférmio,
fenol, formalina e iodo (JORDAN; NASSAR, 1973).

O VBI é, provavelmente, o virus que se dissemina mais rapidamente
entre as aves, nao necessitando de vetores para sua transmissdo. A
transmissao pode ocorrer por contato direto ou indireto, de aves contaminadas
para aves saudaveis. (DI FABIO; ROSSINI, 2000).

2.5. Diagndéstico

O sucesso no diagnostico do VBI é influenciado por uma série de
fatores, o nivel de imunidade da ave que apresenta grande influéncia no tempo
e guantidade de VBI que podem ser detectados, a escolha dos 6rgaos para o

exame diagnostico em determinada fase de infeccdo, e uma possivel



imunossupressao onde aves mais jovens apresentam maior susceptibilidade a
infeccdo j& que o nivel de imunidade adquirida ao VBI influencia o
periodo e quantidade em que o virus pode ser detectado (DE WIT, 2000).

O diagnéstico da Bronquite Infecciosa € realizado através de exames
laboratoriais baseados na deteccéo do proprio virus ou de anticorpos anti-virais
produzidos apoOs a infeccdo com esse virus. As técnicas mais comumente
utilizadas baseiam-se no isolamento do virus em ovos embrionados livres de
patogenos especificos (“Specific Pathogen Free” - SPF), que € reconhecida
como uma técnica laboriosa e demorada. Alternativamente pode ser feito o
isolamento do VBI em culturas de anéis traqueais ou em culturas celulares,
seguido da identificacdo antigénica dos isolados através de provas sorologicas
como as técnicas de virus-neutralizacdo (VN) e inibicdo da hemaglutinacéo
(HI). O teste de precipitacdo com gel de agar (AGPT), o teste imunoenzimatico
(ELISA) e de imunofluorescéncia (IFA) séo técnicas que também podem ser
usadas para detectar antigenos do VBI (DE WIT, 2000; FELIPPE et al., 2010;
HOPKINS, 1974; MONTASSIER, 2008; VILLARREAL et al., 2007).

A utilizacdo de técnicas de diagndéstico molecular, como a RT-PCR
convencional e PCR em tempo real se constituem em outros métodos
utilizados para a deteccdo de genes ou regides génicas do VBI (DE WIT, 2000;
FRAGA et al.,, 2016; HANDBERG et al.,, 1999; MARANDINO et al., 2016;
MONTASSIER, 2010; OKINO et al., 2005; WORTHINGTON et al., 2008)

Embora a técnica de RT-PCR convencional seja bastante sensivel, a
sensibilidade pode ser aumentada através da realizacdo da técnica de Nested-
RT-PCR, com condicBes de execucdo simples e baratas (WORTHINGTON et
al., 2008).

Recentemente foram descritas técnicas quantitativas de RT-PCR em
tempo real utilizando sondas fluorescentes para a deteccao e identificagdo de
estirpes do VBI a partir do genétipo BR e/ou gendtipo | da América do Sul (SAl)
(MARANDINO et al., 2016). No entanto, a RT-PCR em Tempo Real requer
condicdes de laboratério mais complexas e dispendiosas que néo estdo
disponiveis em muitas regibes consideradas endémicas, onde os plantéis
avicolas sao afetados por infec¢des pelo VBI (MARANDINO et al., 2016; MEIR
et al., 2010).



2.6. Prevencéo e Controle

Devido a sua natureza altamente infecciosa, muitas vezes, as medidas
preventivas sdo insuficientes para evitar infecgbes pelo VBI. O controle é
baseado na implementacdo de medidas de biosseguridade (isolamento,
limpeza, desinfeccdo das instalacfes e vazio sanitario), (CAVANAGH, 2007;
MONTASSIER, 2008) e na vacinagdo. Estas préaticas sdo adotadas nas
criagbes avicolas industriais, principalmente as situadas em regifes
endémicas, utilizando-se vacinas vivas e inativadas (BERNARDINO, 2004;
COOK, 2008).

As vacinas contra o VBI podem ser administradas via agua, spray, éculo-
nasal e intramuscular, sendo administradas por spray e pela via intramuscular
as vias de eleicdo para vacinas vivas e inativadas, respectivamente (BACK,
2010; BERNARDINO, 2004; MONTASSIER, 2008).

2.7. A Bronquite Infecciosa e suas variantes no Mundo e no Brasil

Acreditava-se que as primeiras variantes do VBI pertenciam a estirpe
Connecticut, a qual ndo apresentava reacdo de neutralizacdo e nem protecao
vacinal com relacdo a estirpe vacinal Massachusetts. Desde entdo muitos
relatos sobre o surgimento de outras variantes do VBI foram descritos em todo
o mundo. No inicio do século XXI, Jia et al. (2002), identificou que duas
amostras dentre 40 amostras de VBI isoladas entre 1930 e 1940 néo
pertenciam ao grupo Massachusetts, pela utilizacado de anticorpos monoclonais
e pela andlise molecular de uma parte do gene da subunidade S1 da
glicoproteina de espicula (S). Este fato levou a uma maior atencdo para a
busca e a identificacdo de estirpes variantes do VBI e o conhecimento de que
muitos paises possuem suas proprias estirpes, denominadas indigenas, ou
autéctones (MONTASSIER, 2010).

Os Coronavirus tém uma alta frequéncia de mutacdo. Portanto a
evolucdo do virus da Bronquite Infecciosa € um fendmeno relativamente
frequente, em virtude da sua alta capacidade de variabilidade genética, com o
aparecimento de alteracdes localizadas principalmente nos genes codificadores
das proteinas estruturais S e N e também em algumas proteinas néo
estruturais (NSPs) (JACKWOOD et al., 2012).



As analises nos genes S e N tém sido amplamente empregadas para
identificar genoétipos de VBI e caracterizar a evolugdo filogenética e
epidemiologica das estirpes desse virus (LIU et al., 2006). A maioria dos
estudos utiliza o gene codificador da subunidade S1 da glicoproteina S para a
genotipagem, pois a subunidade S1 se constitui no principal antigeno viral
indutor de anticorpos virus-neutralizantes (DE WIT et al., 2011).

Parte das alteracdes genéticas que ocorrem nas estirpes do VBI levam a
mudancas fenotipicas, como por exemplo, nas propriedades antigénicas e
naquelas associadas a viruléncia e/ou a patogenicidade desse mesmo agente
infeccioso. Nesse sentido, verifica-se que ja foram descritos mais de 20
sorotipos do VBI em diversas partes do mundo, o que demonstra o elevado
poder de variabilidade entre as estirpes do VBI (CAVANAGH; NAQI, 2003;
CAVANAGH et al., 1992; GELB et al., 1991; KUSTERS et al., 1989).

Além disso, as andlises genéticas das estirpes e novos isolados do VBI
sdo também Uteis para a selecdo dos programas de vacinacdo mais
apropriados, utilizando estirpes vacinais atenuadas ou inativadas desse virus
(FARSANG et al., 2002).

A maioria dos estudos trata da variacdo genética entre estirpes do VBI
oriundas de regides geograficas ou paises especificos, sem realizar analises
filodinamicas para explorar o comportamento temporal do virus (LIU et al.,
2006). A dinamica da evolucdo do VBI na América do Sul é particularmente
pouco estudada. Os primeiros isolados do VBI (sorotipo Massachusetts) foram
relatados no Brasil na década de 1950 (HIPOLITO, 1957). As estirpes desse
sorotipo parecem ter predominado até meados da década de 80, quando foi
reportado o isolamento da primeira variante no Brasil (Arkansas) (BRANDEN;
DA SILVA, 1986). Em meados de 1990, foram isolados pelo menos cinco tipos
antigenicamente diferentes do virus em todo o Brasil, principalmente nos
grandes pélos avicolas, com maior concentracdo de produtores, na regiao sul
do pais (DI FABIO et al., 2000).

Outros gendtipos do VBI foram identificados no Brasil, na Argentina e na
Colémbia através da analise parcial da sequéncia de nucleotideos da regido 5’
do gene S1 (FELIPPE et al., 2010, RIMONDI et al., 2009, VILLARREAL et al.,
2007).
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Mais recentemente, varias linhagens de VBI foram identificadas
diferenciando-se da linhagem americana de referéncia (estirpe
Massachussetts) nas regides hipervariaveis (HVRs) do gene S1. Dois
genatipos sul-americanos foram denominados de América do Sul | (SAl), que
no Brasil havia sido previamente identificado como gendtipo BR-l, e Asia
/América do Sul Il (A /SAIl), na Argentina e no Uruguai (MARANDINO et al.,
2015).

De acordo com os estudos de Marandino et al. (2015), o gendtipo SAl
surgiu na década de 1960 e € uma linhagem exclusiva da América do Sul. J&, o
gendtipo A/SAIl pode ter surgido na Asia por volta de 1995 antes de ser
introduzido na América do Sul. Estes gendtipos sul americanos diferem das
estirpes Massachusetts que estdo incluidas nas formulacdes de vacinas vivas
atenuadas usadas na maioria dos paises da América do Sul (MARANDINO et
al., 2015).

No estudo mencionado acima, o genétipo Massachusetts incluiu sete
estirpes de campo brasileiras e vacinais, com semelhanca entre seus
nucleotideos e aminoacidos em torno de 97,5 a 99,9%, e de 95,8 a 99,8%,
respectivamente. No entanto, a sua similaridade entre as sequéncias do gene
S1 dessas estirpes do gendtipo Massachusetts com 0s genoétipos SAl e A/SAII
€ inferior a 79% (MARANDINO et al., 2015).

Ademais, a analise filogenética mostrou também que as estirpes
pertencentes ao gendtipo SAlI ndo foram detectadas em outros paises sul-
americanos que ndo a Argentina, o Brasil e o Uruguai, enquanto que as
estirpes do gendtipo A/SAIl parecem estar circulando no Chile e na Colémbia,
além de Argentina e Uruguai, mas nao no Brasil (MARANDINO et al., 2015)

E interessante destacar para entender um pouco melhor a evolugéo do
VBI, que niveis médios ou baixos de imunidade resultam na maior taxa de
emergéncia de variantes desse virus, porque um estado de imunidade mais
efetiva limita severamente a replicacdo do virus e, assim, a geragdo de
variantes genéticas (TORO et al., 2012)

A capacidade dos genotipos SAI e A/SAIl de evadir as respostas imunes
induzidas pelas vacinas formuladas com a estirpe Massachusetts do VBI pode
explicar sua disseminagdo bem-sucedida em varios paises da América do Sul
(MARANDINO et al., 2015). Ademais, essa alta variabilidade dificulta a
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deteccdo molecular e identificacdo de variantes do virus da bronquite
infecciosa (UMAR et al., 2016).

2.8. O Coronavirus do VBI em outras aves

Os coronavirus antigenicamente relacionados com o VBI foram relatados
em outras espécies aviarias (BARR et al., 1988).

Uma pesquisa realizada na Australia isolou um coronavirus de pombos
usando ovos de galinha embrionados. Os pombos apresentavam sinais de
dispneia e muco nas comissuras do bico, penas ericadas e alguns deles foram
a Obito. Os testes de HI e virus-neutralizacdo (DE WIT, 2000) revelaram
semelhancas antigénicas desse coronavirus isolado de pombos com o VBI
(BARR et al., 1988). Em Sdo Paulo um coronavirus foi isolado a partir de
galinhas d’Angola que apresentaram enterite, pancreatite e nefrite. A analise
por microscopia eletrbnica revelou nessas aves a presenca de particulas virais
semelhantes ao coronavirus. Os soros de aves comerciais infectadas a campo
e com estirpes vacinais do VBI reagiram fortemente em testes de HI utilizando
as estirpes de coronavirus isoladas de galinhas d’Angola. (ITO et al., 1991).

Em ambos os casos descritos foi realizada uma inoculacdo em embrides
e pintos SPF, que reproduziu os sinais tipicos do VBI. Nos embrides em que
foram inoculados o coronavirus isolados das galinhas d’Angola foram
desenvolvidas lesbes caracteristicas do VBI como nanismo e enrolamento. Ja
os pintinhos foram inoculados com o virus dos pombos e apresentaram
estertores respiratérios entre 0s sinais apresentados. A inoculagado
experimental de pintos com o virus presente nas galinhas d’Angola nao foi
relatada (BARR et al., 1988, ITO et al., 1991).

Os coronavirus de faisdes (Phasianus Colchicus) sdo geneticamente
relacionados com o virus da bronquite infecciosa de aves domésticas, e com o
coronavirus de perus (CAVANAGH et al., 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Desenvolver um meétodo de Nested-RT-PCR para amplificar uma
regido do gene S1 utilizando um conjunto de oligonucleotideos iniciadores,
construidos neste estudo, especificos para sequéncias de nucleotideos
localizadas na HVR-3 do gene S1 do gendtipo BR-I do VBI, a fim de detectar e
identificar estirpes desse genoétipo presentes em amostras previamente

isoladas e em amostras clinicas.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a sensibilidade e especificidade analiticas do novo método de
Nested-RT-PCR (BR-Nested-RT-PCR); na deteccdo e diferenciacdo estirpes
variantes brasileiras de amostras clinicas do VBI.

- Comparar os resultados obtidos na técnica BR-Nested-RT-PCR com
agueles obtidos na técnica de Nested-RT-PCR universal, para a deteccao de
isolados do VBI presentes em amostras colhidas de frangos de corte com ou

sem sinais clinicos de doencas respiratérias.

4 MATERIAL E METODOS

4.1. Virus e amostras clinicas

Foram propagadas seis estirpes de referéncia do VBI (Arkansas,
Connecticut, Beaudette, M41, H120 e Ma5) e um isolado de campo brasileiro
deste virus (IBVPRO5 / numero de acesso no Genbank GQ169242) classificado
no genotipo BR-I, em ovos embrionados SPF de nove a 11 dias de idade, de
acordo com o método descrito por Owen et al. (1991). O fluido cérion-alantbico
(LCA) foi colhido 48 h apdés a inoculacdo dos ovos embrionados (hpi) e
armazenado a -80 ° C. Adicionalmente, o titulo infectante medido como doses
infecciosas de 50% para embrides (EIDso) foi determinado para a estirpe

IBVPRO5 de acordo com o método descrito por Villegas (1998).



13

Além disso, 90 aves provenientes de granjas comerciais localizadas na
regido Nordeste do estado de S&o Paulo foram utilizadas neste estudo. A
primeira coleta foi realizada em uma granja comercial de frangos de corte, no
més de dezembro de 2015, na qual foram coletadas 46 amostras de suabe
cloacal e 46 de suabe orofaringeal de aves que apresentavam sinais
respiratorios sugestivos de infec¢édo pelo VBI. Uma segunda coleta foi realizada
em fevereiro de 2016 e a terceira coleta foi realizada em margo de 2016, em
duas outras granjas comerciais de frangos de corte sem sinais respiratorios,
localizadas na regido Nordeste do estado de Sdo Paulo. No entanto, nesse
caso, as aves ndo apresentavam sinais clinicos sugestivos de VBI. Em ambas
as granjas foram colhidas apenas amostras de suabe cloacal sendo 24 e 20
amostras, respectivamente.

Os lotes de aves dessas 3 granjas de frangos comerciais eram
constituidos por machos e fémeas, com aproximadamente 40 dias de idade e
todas as aves foram vacinadas com um dia de idade e revacinadas aos 14 dias
de idade com estirpe viva atenuada da vacina Massachusetts.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUA) da Unesp, Jaboticabal-SP, Brasil (Protocolo 17545/15). Os  suabes
utilizados eram estéreis e apos ser realizada a coleta o material foi colocado
em tubos de 2 ml contendo Meio Triptose-fosfato (TPB) com antibioticos
(Penicilina-Estreptomicina, Thermo Fisher, Massachusetts, EUA) e antifingico

(Anfotericin B®, Cristalia, S&o Paulo, Brasil), e armazenados a -80°C.

4.2 Extracdo do RNA total

O RNA total foi extraido de LCA infectado com VBI contendo diferentes
estirpes do virus e de amostras de suabes oro-faringeal e cloacal colhidas das
aves, utilizando o kit Reagent TRIzol (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA)
conforme as instrucbes do fabricante na proporcdo de 1:1, ou seja, 500uL de
Trizol LS Reagent foram adicionados a 500uL do LCA em microtubos de 1,5
ml. Depois se acrescentou 100uL de cloroférmio.

A mistura foi homogeneizada por 15 s no vortex e incubada por cinco
minutos a temperatura ambiente (TA). As amostras foram centrifugadas a
12000xg durante 15 min a 4°C. Aproximadamente 630uL do sobrenadante

foram separados e transferidos para outro microtubo (1,5ml). Em seguida
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adicionou-se igual volume de isopropanol e a mistura foi agitada por inverséo
manual 10 vezes. Apos incubacdo durante 15 min a TA, 0s microtubos foram
centrifugados a 12000xg por 15 min a 4°C. Ao final desse tempo, descartou-se
o isopropanol e se acrescentou 1 mL de etanol 75%. Os microtubos foram
homogeneizados por inversdo e centrifugados a 7 500xg por 5 min a 4°C. Para
finalizar foi descartado o etanol e apdés a secagem do pellet a amostra foi
ressuspendida em 15uL de &gua tratada com dietil - pirocarbonate 0,1%
(DEPC) autoclavada.

4.3 Reacdao de transcricéo reversa (RT)

Apbs a extracdo do RNA pelo método de TRIzol, (MONTASSIER et al.,
2008), foi realizada a sintese do cDNA utilizando a enzima M-MLV (Sigma-
Aldrich®, Missouri, EUA), conforme as recomendacées do fabricante.

A reacdao foi realizada em um Termociclador PTC — 200 Peltier Thermal
Cycler (MJ Research, Minesota, EUA). Resumidamente, incubou-se a 70°C
durante dez min: 5 yL do RNA genbmico extraido, dNTP 0,5mM (Invitrogen,
Life Technologies, Califérnia, EUA), 100u de Random Primer (Sigma-Aldrich®,
Missouri, EUA) e 3uL de agua DEPC. Em seguida, acrescentou-se o tampéao
10x da RT (Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA), 100u de inibidor de ribonucleases
(Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA), 40u da enzima M-MLV (Sigma-Aldrich®,
Missouri, EUA), e para completar o volume foi adicionado 6,5 pL de agua
DEPC, incubando-se a 25°C durante 10 min, 37° C por mais 50 min e
finalizando com 85°C por 10 min. O volume final da reagao foi de 20uL. O DNA

complementar (cDNA) obtido foi armazenado a —20°C para uso posterior.

4.4 Oligonucleotideos iniciadores

O gene S1 foi escolhido devido a sua grande hipervariabilidade sujeito a
mutacBes em sua sequéncia de nucleotideos, promovendo alteracbes de
antigenicidade e nas estirpes mutantes do VBI (Figura 1).

Foram utilizados dois pares de oligonucleotideos iniciadores ou
“primers”, localizados na subunidade S1 do gene S do VBI descritos por
Worthington et al. (2008) (Tabela 1). O primeiro par (SX1+/SX2-) foi utilizado
com o objetivo de amplificar a sequéncia génica da regido mais externa a

regido de hipervariabilidade. O segundo par de oligonucleotideos iniciadores
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(SX3+/SX4-) foi utilizado para a realizacdo da primeira reacdo de Nested-RT-
PCR.

Para a realizacdo da Nested-RT-PCR especifica para a deteccdo do
genotipo BR-I, foi usado para a primeira PCR o0 par mais externo de
oligonucleotideos iniciadores (SX1+/SX2-) descritos por Worthington et al.
(2008) e, para a segunda PCR, foi utilizado um segundo par de
oligonucleotideos mais internos (BRV1+/BRV2-) especificos para a HVR-3 do
gene S1 de estirpes do gendtipo BR-I (Tabela 1 e Figura 1) foi construido e
utilizado para a reacdo de Nested-RT-PCR. O desenho desse segundo par de
oligonucleotideos foi elaborado com base em alinhamentos realizados no
programa computacional BioEdit Sequence Alignment Editor (versado 7.2.5)
usando a ferramenta ClustalW multiple alignment, de sequéncias de
nucleotideos do gene S1 encontradas no GenBank, as quais estédo localizadas
na HVR-3 do gene S1 e com auxilio dos programas GeneRunner (versao 3.05)
e Oligo Analyzer (versao 1.0.2) para verificar Tm (temperatura de “Melting” ou

de dissociacao) e porcentagem das bases C e G.

BRV1+ F===== ppy/>.
i133pb

[ :
SX1+ E 491pb E ?XZ'

s | Replicase ORFla S1 S2 I M I 3
Replicase ORF1b I |£‘ I N

VBI: 27,6 Kb

Figural. Representacdo esquematica do Genoma do VBI adaptado de
Cavanagh (2005) e Gorbalenya et al. (2006). Gene S e
subunidades S1 e S2, com as regides de hipervariabilidade (HRV1,
HRV2 e HVR3) localizadas no gene S1, com as respetivas
combinacdes de oligonucletideos iniciadores utilizados na técnica
de BR-Nested-RT-PCR
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para a reacdo de RT-PCR e Nested-
RT-PCR.

VBI Posicdo no Referéncia Fragmento
oligonucleotideos gene S1 amplificado
SX1+ 677 ao 698 Worthington et al. (2008) @ 491pb
SX2- 1148 a0 1168  Worthington et al. (2008) 2
SX3+ 705 ao 725 Worthington et al. (2008) @ 393pb
SX4- 1075 a0 1097  Worthington et al. (2008) 2
BRV1+ 945 ao 969 Construido neste trabalho® 133pb
BRV2- 1055 a0 1078  Construido neste trabalho®
+ = “Forward”
- = “Reverse”

#Numero de acesso no GenBank Z83979. — Worthington et al. (2008).
b Localizacao dos “oligonucleotideos iniciadores” com base na sequéncia génica da estirpe
M41 do VBI cadastrada ho GenBank (nimero de acesso: KM067901).

4.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A primeira amplificacdo pela técnica convencional de PCR foi realizada
seguindo as recomendacdes de Worthington et al. (2008), usando-se 2 uL do
cDNA obtido na técnica de RT, dNTP 0,2mM (Thermo Fisher, Massachusetts,
EUA), 10uM de cada “primer” (SX1+ e SX2-), tampéo da PCR 10x, cloreto de
magnésio 1,5mM e 1,0U Tag DNA polimerase (Thermo Fisher, Massachusetts,
EUA), completando-se com &gua para um volume final de 25uL. A reacgéo foi
incubada em um Termociclador PTC — 200 Peltier Thermal Cycler (MJ
Research, Minnesota EUA), com um ciclo inicial de 95°C por cinco min; para a
desnaturacao do cDNA , seguindo-se 35 ciclos constituidos por uma etapa de
desnaturacdo a 94°C por um min; uma segunda etapa de pareamento a 48°C
por um min e meio; uma terceira etapa para a extensédo a 72°C por dois min e
meio; e finalizando com um ciclo de 72°C por dez min, para realizar a extenséo

final.

4.6 Técnica de Nested-RT-PCR universal

A técnica de Nested-RT-PCR universal (Tabela 2) foi realizada também
seguindo-se as recomendacOes de Worthington et al. (2008). Para tanto foi
feito uma mistura com 1uyL do produto obtido da reacdo da primeira PCR,
dNTPs 0,2mM (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA), 10 pmol de cada
oligonucleotideo (SX3+ e SX4-), tampédo da PCR 10x, cloreto de magnésio
1,5mM e 1,0U Taq DNA polimerase (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA),

completando-se com agua para um volume final de 25uL. Seguindo as
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instrucdes do protocolo a reacao foi colocada em um Termociclador PTC — 200
Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Minnesota EUA), com um ciclo inicial de
95°C por cinco min; seguido de 35 ciclos constituidos por uma etapa de
desnaturacdo a 94°C por um min, uma segunda etapa de pareamento a 48°C
por um min e meio, uma terceira etapa para a extensédo a 72°C por dois min e

meio; e um ciclo final 72°C por dez min para a extens&o final.

4.7 Técnica de BR-Nested-RT-PCR especifica para o genoétipo BR-I

Para a realizacéo da técnica de BR-Nested-RT-PCR especifica (Tabela
2) foi preparada uma mistura com 1L do produto obtido da reacdo da primeira
PCR, dNTP 0,2mM (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA), 10 pmol de cada
oligonucleotideo (BRV1+ e BRV2-), tampéo da PCR 10x, cloreto de magnésio
1,5mM e 1,0U Taq DNA polimerase (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA),
completando-se com &gua para um volume final de 25uL. A reacdo foi
incubada em um Termociclador PTC — 200 Peltier Thermal Cycler (MJ
Research, Minnesota EUA), sendo que as temperaturas e os passos da PCR
foram previamente otimizados, em funcéo, principalmente, das caracteristicas
fisico-quimicos dos novos oligonucleotideos iniciadores utilizados (BRV1+ e
BRV2-) e utilizando-se um gradiente de temperaturas de pareamento. Dessa
forma, essa PCR foi desenvolvida com um ciclo inicial de 95°C por cinco min;
seguindo-se 35 ciclos constituidos por uma etapa de desnaturacédo a 94°C por
um min, uma segunda etapa de pareamento em temperatura ideal determinada
pelo gradiente (53,1°C) por um min e meio, uma terceira etapa para extenséo a

72°C por dois min e meio; finalizando com um ciclo a 72°C por dez min.

Tabela 2. Comparacédo entre as rea¢fes de RT-PCR universal e BR-Nested-
RT-PCR.

Protocolo da reacao RT-PCR universal BR-Nested-RT-PCR

1 ciclo 95°C — 5 min 95°C — 5 min
94°C-1 min 94°C — 1 min

35 ciclos 48°C—- 1,5 min 53,1°C - 1,5 min
72°C—2 min 72°C — 2,5 min

1 ciclo 72°C — 10 min 72°C — 10 min
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4.8 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados nas técnicas de Nested-PCR foram
visualizados apds separacao eletroforética em gel de agarose. Para tanto,
foram adicionados 2 pyL de tampé&o amostra [0,05% (p/v) de azul de bromofenol;
40% de sacarose (p/v); Tris-HCI 10 mM e pH 7,8; EDTA 1M e pH 8,0 em 5 pL
de produto amplificado, o qual foi analisado através de eletroforese horizontal,
em tenséo de 75V por aproximadamente uma hora e meia, em gel de agarose
a 2% contendo tampéo TBE 0,5X (Tris 0,045M, acido bérico 0,045M e EDTA
0,001M, pH 8,0) corado com SYBR™ Safe (Thermo Fisher, Massachusetts,
EUA). Como padréo de tamanho molecular foi utilizado o marcador “100 bp
DNA Ladder” ou o marcador “1kb plus” (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA).
Os géis foram visualizados através de incidéncia de luz ultravioleta em um
transiluminador (Syngene), fotodocumentados com uma camera digital

(Synoptics) e processados por meio do software Gene Link (Syngene).

4.9 Determinacao da especificidade analitica

4.9.1 Determinacdo da especificidade analitica com amostras de
virus heter6logos

A especificidade analitica foi avaliada, testando-se na técnica de BR-
Nested-RT-PCR os RNAs obtidos da extracao de preparacdes de virus aviarios
heter6logos que foram obtidos a partir de amostras virais provenientes de
vacinas “vivas” atenuadas, como o virus da doenca de Newcastle (estirpes
LaSota, Ulster, B1 e VG), virus da doenca de Gumboro (estirpe S-706),
Reovirus (estirpe S-1133), metapneumovirus aviario (estirpe PL) e também foi

incluso o DNA extraido da bactéria Escherichia coli.

4.9.2 Determinagdo da especificidade analitica com variantes
brasileiras do VBI e as pertencentes a outros genotipos

Foi realizado um teste complementar para avaliar a especificidade
analitica com seis estirpes de referéncia (H120, Ma5, M41, Connecticut,
Arkansas e Beaudette) ndo pertencentes ao gendétipo brasileiro (BR-1) e com
uma amostra de campo pertencente a esse genotipo (IBVPRO5).
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4.10 Determinacao da sensibilidade analitica

4.10.1 Determinacdo da sensibilidade analitica a partir da diluicdo
do LCA

Uma amostra do fluido alantéico (LCA) contendo 10’ ElDsgm da estirpe
IBVPRO5 foi diluida em raz&o seriada de dez vezes, variando de 10° a 10°°,
sendo que estas diluicbes foram processadas pelas técnicas de extracdo de
RNA, seguida da reacdo de Transcricdo Reversa (RT) e testadas com a BR-
Nested-RT-PCR.

4.10.2 Determinacdo da sensibilidade analitica a partir da diluicéo
do cDNA

O cDNA obtido apoés transcricdo reversa do RNA extraido de uma
amostra original de LCA infectada com IBVPRO5 foi quantificado por
espectrofotometria utiizando um NanoDrop 1000 (Thermo Scientific,
Massachusetts, EUA) e diluido dez vezes (de 10° a 10°) e testando-se na BR-
Nested-RT-PCR. O limiar de deteccdo correspondeu a ultima diluicdo da
amostra testada que foi capaz de gerar um produto amplificado do tamanho
esperado a partir da técnica de BR-Nested-RT-PCR apos eletroforese em gel

de agarose.

4.11 Analise estatistica

Os valores dos célculos de sensibilidade, especificidade e acuracia para
a BR-Nested-RT-PCR foram determinados por comparacado com a Nested-RT-
PCR universal. As comparacdes foram estabelecidas pelo indice kappa,
determinado pelo programa de calculos estatisticos basicos para a versao de
teste de diagnéstico (BRAILE et al., 1999).

4.12 Determinacao de sequéncias nucleotidicas e andlises do gene
S1 de estirpes identificadas no genétipo BR-I pela técnica de BR-Nested-
RT-PCR

Foi purificado o produto de 393 pb gerado pela Nested-RT-PCR
universal usando os primers SX3+ e SX4- e de acordo com as recomendacdes
de Worthington et al. (2008) de dois isolados do VBI oriundos de 2 granjas

comerciais localizadas na regido nordeste do estado de Sdo Paulo, através do
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protocolo utilizando o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System -
Promega.

A mistura do produto da reacdo juntamente com o tampé&o de ligacao
foram transferidos para a coluna do kit Wizard e incubados por 1 min a TA. Em
seguida essas colunas foram centrifugadas a 16 000xg por 2 min. Depois de
descartar o filtrado foram adicionados 700 pL de Solugdo de Lavagem
acrescida de etanol a 95%. As colunas foram entdo centrifugadas novamente
por 3 min a 16 000xg e descartou-se o filtrado. Repetiu-se a lavagem, com 500
ML da Solugdo de Lavagem e centrifugacdo a 16 000xg por mais 5 min. Foi
repetido o passo anterior sem a adicdo da solugcdo apenas para eliminar o
etanol residual. Para finalizar, a coluna do kit Wizard foi transferida para um
microtubo de 1,5 pyL e, em seguida foi adicionado 50 uyL de “Nuclease Free
Water”, incubado por 1 min a T.A. e centrifugada por 2 min a 16. 000 xg. O
DNA eluido foi transferido para o microtubo de 1,5 yL e depois foi armazenado
a -20 °C até ser submetido ao sequenciamento de nucleotideos.

Os produtos purificados contendo DNA foram submetidos a reacao
bidirecional de sequenciamento do DNA com o uso do kit Big Dye 3.1 (Applied
Biosystems, Califérnia, EUA) e em um sequenciador automético ABI-377
(Applied Biosystems, Califérnia, EUA). Os cromatogramas obtidos foram
analisados pelo programa Phil's Read Editor e aquelas sequéncias que
proporcionaram escores maiores do que 20 foram montadas com aplicacédo de
“Cap-Contig” e alinhadas com CLUSTALW incluidas no software Bioedit
7.0.9.0, conjuntamente com sequéncias de genes S1 de diferentes estirpes de
VBI obtidas no GenBank. Em seguida, foram feitas as analises filogenéticas
dessas sequéncias alinhadas pelo programa MEGA 6, usando-se o algoritmo
de distancia Neighbor-Joining e o Método “Kimura-2 Parameter”, a fim de se
definir melhor e construir a arvore com as relacdes filogenéticas das estirpes do
VBI.

5 RESULTADOS

5.1 Otimizacdo da temperatura de pareamento na PCR dos

oligonucleotideos iniciadores do gene S1 para o Genétipo BR-I do VBI


https://www.promega.com/products/dna-purification-quantitation/dna-fragment-purification/wizard-sv-gel-and-pcr-clean_up-system/
https://www.promega.com/products/dna-purification-quantitation/dna-fragment-purification/wizard-sv-gel-and-pcr-clean_up-system/
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Com a finalidade de se obter um melhor resultado na amplificacdo pela

técnica BR-Nested-RT-PCR de produtos do gene S1 de estirpes do gendtipo

BR-1 do VBI, com o uso dos oligonucleotideos iniciadores BRV1+ e BRV2-, foi

investigada a temperatura ideal de pareamento desses oligonucleotideos,

realizando-se essa reacdo com um gradiente de temperaturas. Assim, foi

verificado que a temperatura ideal de pareamento desse novo par de

oligonucleotideos iniciadores correspondeu a 53,1°C (Figura 2).

200 pb —>
133 pb —
100 pb —>

Figura 2

9 10 11 12 13 14

Visualizacdo em gel de agarose dos produtos amplificados apés o
gradiente de temperatura de pareamento dos oligonucleotideos
inicadores BRV1+ e BRV2-. Na canaleta 1, 5 yL Marcador de
tamanho molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). Nas
canaletas de 1 a 12, os produtos de RT-PCR com 5 ul
provenientes das seguintes temperaturas 48°C (canaleta 1),
48,3°C (canaleta 2), 49,1°C (canaleta 3), 50°C (canaleta 4), 51,4°C
(canaleta 5), 53,1°C (canaleta 6), 55,2°C (canaleta 7), 56,9°C
(canaleta 8), 58,2°C (canaleta 9), 59,1°C (canaleta 10), 59,8°C
(canaleta 11) 60°C (canaleta 12), respectivamente. A melhor
temperatura para pareamento desse par de oligonucleotideos
iniciadores correspondeu a 53,1°C (seta branca) que gerou o
produto amplificado da canaleta 6. Nas canaletas 13 e 14 foram
incluidos os controles negativos da reacao.

5.2 Determinacgéo da especificidade analitica com virus heterélogos

ao VBI

A especificidade dos pares de oligonucleotideos (SX3+/SX4- e

BRV1+/BRV2-) utilizados neste estudo foi comprovada nas técnicas de Nested-
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RT-PCR universal e BR-Nested-RT-PCR, as quais demonstraram a
amplificac@o de fragmento gendmico especifico do VBI somente nas amostras
provenientes do LCA da estirpe H120 e IBVPRO5 (niumero de acesso no
Genbank GQ169242) do VBI para o conjunto SX3+/SX4- gerando um produto
de 393 pb, e da variante de amostra de campo denominada IBVPRO5, para o
conjunto BRV1+/BRV2- gerando um produto de 133 pb respectivamente. N&o
houve amplificacdo de produto gendmico para 0s 7 virus aviarios heterélogos
nao relacionados ao VBI, i.e., virus da doenca de Newcastle (estirpes LaSota,
Ulster, B1 e VG), virus da doenca de Gumboro (estirpe S-706), Reovirus
(estirpe S-1133), metapneumovirus (estirpe PL). Além disso, ndo ocorreu
amplificacdo de produto gendmico para o DNA extraido da bactéria E. coli. Os
resultados da especificidade analitica para o conjunto BRV1+ e BRV2-

encontram-se na Figura 3.

M- 1 2k 5 6 7 8 9 10 11 12 13

200 pb—>
133 pb—
100 pb_)

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose para a avaliacdo da especificidade
analitica com virus heterélogos nado pertencentes ao VBI. Foi
obtido apenas um produto de 133 pb que amplificou a estirpe
IBVPRO5* utilizando o conjunto de oligonucleotideos iniciadores
BRV1+/BRV2-. (M) Marcador de tamanho molecular (100 pb),
(canaleta 1) estirpe La Sota do VDN, (canaleta 2) estirpe Ulster do
VDN, (canaleta 3) estirpe B1ldo VDN, (canaleta 4) estirpe VG do
VDN, (canaleta 5) estirpe S-706 do VDG, (canaleta 6) estirpe 1133
do Reovirus, (canaleta 7) estirpe PL do Metapneumovirus aviario,
(canaletas 8 e 9) E.coli, (canaletas 10 e 11) Controles negativos,
(canaleta 12) estirpe IBVPRO05 do gendtipo BR-I do VBI, (canaleta
13) estirpe H120 do gendtipo Massachusetts do VBI.
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5.3 Determinacdo da especificidade analitica com as diferentes

estirpes do VBI

A BR-Nested-RT-PCR gerou um produto de 133 pb apenas para a
estirpe IBVPRO5 (nimero de acesso no Genbank GQ169242), ndao tendo

havido a amplificacdo nessa técnica realizada com o conjunto de “primers”

(BRV1+ e BRV2-) para as outras estirpes do VBI que ndo pertencem ao

gendtipo BR-1 (Figura 4. B). Ao contrario disso, a técnica de Nested-RT-PCR

universal utilizando os oligonucleotideos iniciadores descritos por Worthington

et al. (2008) resultou na amplificacdo de produtos de cerca de 393 pb para

todas as estirpes do VBI testadas e pertencentes ou ndo ao genoétipo BR-
(Figura 4. A).

393pb —
300pb —>

100pb —

200pb
133pb =3
100pb

Figura 4.

(B)

-

Eletroforese em gel de agarose para a avaliagcdo da especificidade
analitica com as diferentes estirpes do VBI. (A) Foram obtidos
produtos de 393 pb para a amplificacdo de todas as estirpes
testadas utilizando o conjunto SX3+ /SX4-. (B) Um produto de 133
pb foi obtido para a amplificacdo de estirpes de genétipo BR
utilizando o conjunto BRV1+/BRV2-. (canaleta 1) IBVPRO5*,
(canaleta 2) estirpe H120, (canaleta 3) estirpe Ma5, (canaleta 4)
estirpe M41, (canaleta 5) estirpe Connecticut, (canaleta 6) estirpe
Arkansas, (canaleta 7), estirpe Beaudette, (canaletas 8 e 9)
Controle Negativo.

*IBVPRO5 é uma estirpe de genotipo BR.

5.4 Determinacédo da sensibilidade analitica
O limite de deteccao da estirpe IBVPRO5 pela BR-Nested-RT-PCR foi de

1,5 pg/uL coépias do gene para o cDNA presente na amostra original,
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correspondendo a uma diluicdo 10°. A sensibilidade analitica a partir do LCA
da mesma amostra atingiu uma diluicdo de 10®, o que significa uma
sensibilidade analitica de 10° DIEso / mL de fluido alantéico infectado com esta
estirpe do VBI (Figura 5).

200pbh —
133ph —
100pbh —

(B)

200pb —>
133pb —
100pbh —>

Figura5. Gel de agarose para a avaliacdo da sensibilidade analitica da BR-
Nested-RT-PCR para a detecgéo da estirpe IBVPRO5. (A) diluicdes
seriadas de razao dez do cDNA da estirpe IBVPRO5 a partir de 100
a 10°, (canaleta M) DNA ladder 100pb, (canaleta 1) 10’ cépias/ul
(n&o diluido), (canaleta 2 a canaleta 7) 10°, 10°, 10* 10°, 10° e 10*
copias/yl, (canaleta 8) Controle negativo. (B) séries de diluicdo de
razdo dez, de LCA contendo 10’ DIEs¢/ml, comecando de 100 a
10°. (canaleta M) DNA ladder 100pb, (canaleta 1) 100 (n&o
diluido), (canaleta 2 a canaleta 7) 10™, 10%, 10°, 10 10° e 10°
copias/ul, (canaleta 8) Controle negativo

5.5 Comparacédo da BR-Nested-RT-PCR com a Nested-RT-PCR universal
para a deteccédo do VBI em amostras de campo

No total foram testadas pelas técnicas universal e BR-Nested-RT-PCR
90 amostras de frangos de corte mantidos em 3 granjas comerciais localizadas
na regido nordeste do estado de Sao Paulo. A técnica BR-Nested-RT-PCR

revelou 44 resultados positivos (48,9%) encontrados em 2 das 3 granjas
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analisadas (ndo foi detectada nenhuma amostra infectada por esta técnica na
terceira granja), comparados a 41 resultados positivos (45,6%) detectados nas
3 granjas os quais foram obtidos com a técnica universal de Nested-RT-PCR

para 0 mesmo conjunto de 90 amostras testadas (Figura 6).

50.00%

49.00%

48.00%

47.00%

46.00%

45.00%

44.00%

43.00%
BRV1+/BRV2- SX3+/SX4-

Figura6 Comparacdo da BR-Nested-RT-PCR com a Nested-RT-PCR
universal para deteccdo do VBI em amostras de campo

A comparacao dos resultados obtidos na técnica de BR-Nested-RT-PCR
com os obtidos na técnica de Nested-RT-PCR universal proporcionou uma
sensibilidade relativa de 85,4%, uma especificidade relativa de 81,6%, uma

acuracia de 83,3% e um coeficiente de concordancia (k) de 0,67 (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacao dos resultados da BR-Nested-RT-PCR e universal para
a deteccdo do Virus de Bronquite Infecciosa Aviaria em amostras de campo
colhidas de granjas comerciais de aves de corte

Nested-RT-PCR universal

+ -
BR-Nested- + 35 9 44"
RT-PCR - 6 40 46
417 49 90

? Resultado obtido das mostras de suabe cloacal/orofaringeal das 3 granjas analisadas
® Resultado obtido das mostras de suabe cloacal/orofaringeal de 2 das 3 granjas analisadas

Sensibilidade relativa= 85,4%; Especificidade relativa= 81,6%; Acuracia
relativa= 83,3%; Concordancia k= 0.67 [indice Kappa] (0.60>x < 0.80 = Boa
Concordancia).
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5.6 Andlise das sequéncias nucleotidicas do gene S1 de isolados de
VBI identificadas como positivas para o gendtipo brasileiro através da
técnica de BR-Nested-RT-PCR

Dois dos isolados do VBI (IBVSP-5-16 e IBVSP06-16) detectados como
positivos na técnica BR-Nested-RT-PCR e que foram provenientes de duas
granjas de frangos de corte situadas na regidao Nordeste do estado de S&o
Paulo, as quais foram investigadas nesse estudo, tiveram a HVR3 do gene/
proteina S1 sequenciadas (regido entre os nucleotideos 742 e 1090) e
apresentaram, depois de alinhadas pelo programa Clustal W, 100% de
identidade entre si nas suas sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos.
Além disso, as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, respectivamente do
gene / proteina S1 desses dois isolados mostraram percentagens de identidade
variando de 95,6% a 98,5% e de 93,1% a 99,1%, respectivamente, com
sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos respectivamente do gene /
proteina S1 de estirpes / isolados de campo brasileiros classificadas no
gendtipo BR-l, tais como, UFMG 1141 (GENBANK JX182783.1), Ae
(GENBANK KP202366.1), Ar (GENBANK KP202371.1), Be (GENBANK
KP202367.1), Ck (GENBANK KP202368.1), IBV / BRASIL / 2008 / USP-19
(GENBANK FJ791260.1), e IBV/BRAZIL/2008/USP-28 (GENBANK
FJ791269.1) (Figura 7). Por outro lado, as sequéncias de nucleotideos e de
aminoéacidos do gene / proteina S1 desses dois isolados do VBI revelaram-se
bastante distintas daquelas das demais estirpes do VBI analisadas e que
pertencem a outros gendtipos desse virus, apresentando percentagens de
identidade variando de 79,8% a 82,1% e de 79,3% a 81,8%, respectivamente
para as sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos dessas estirpes, em
razdo da ocorréncia de um numero significativamente elevado de mutacdes,
especialmente observadas nessa estirpe em comparacdo com as estirpes de
referéncia dos gendtipos Massachusetts, Connecticut, ArkDPI, 793B, D274 e
Q1 do VBI (Figuras 7 e Tabela 3). Além disso, verifica-se que as sequéncias
dos oligonucleotideos BRV1+ e BRV2- sao totalmente conservadas entre
esses dois isolados do VBI e os outros isolados do genotipo BR-I do VBI
(Figura 7).

As andlises filogenéticas baseadas no algoritmo de distancia Neighbor-

Joining e no método de Kimura — 2 Parameter foram entdo realizadas para as
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sequéncias nucleotidicas obtidas da porcéo intermediaria do gene S1 (regiao
entre os nucleotideos 730 e 1085) desses dois isolados de campo do VBI
(IBVSP05-16S e IBVSP06-16) em conjunto com 34 outras sequéncias dessa
mesma regido do gene S1 de estirpes do VBI ja depositadas no GENBANK.
Verifica-se que a topologia da arvore filogenética baseada nessas sequéncias
nucleotidicas levou a separacdo de 10 grupos / genotipos principais
filogenéticamente distintos (Figura 8); sendo que o grupo identificado como BR-
| reuniu com elevado bootstrap (99) os dois isolados investigados no presente
estudo juntamente com nove estirpes e/ou isolados do gendtipo BR-1 do VBI

anteriormente estudados.
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Alinhamento mudltiplo das sequéncias de nucleotideos da porcéo
intermediaria do gene S1, obtidas dos dois isolados de campo do
VBI (IBVSP05-16 e IBVSP06-16) destacados com molduras de
linhas verdes, juntamente com as sequUéncias desse mesmo gene
de estirpes de referéncia obtidas do GENBANK. Os residuos de
nucleotideos idénticos sao representados por pontos (.) e as
posicbes das delecbes ou auséncias de sequenciamento sao
representadas por tracos (-). A moldura com linhas vermelhas
destaca a sequéncia de nucleotideos do oligonucleotideo iniciador
BRV1+ e a moldura com linhas azuis destaca a sequéncia de
nucleotideos do oligonucleotideo iniciador BRV2-.
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Figura 8

(1] [ [ [12 [2

Dendrograma construido a partir da andlise filogenética feita com
base na sequéncia parcial de nucleotideos do gene S1 (nts. 730 a
1085) de diferentes estirpes e isolados do VBI usando o algoritmo
Neighbor-Joining e o método de Kimura 2 Parameter. As
sequéncias parciais do gene S1 dos isolados IBVSP05-16 e
IBVSP06-16 do VBI foram identificadas com moldura vermelha,
sendo apresentadas também as demais sequéncias desse mesmo
gene de outras estirpes de referéncia do VBI que foram obtidas do
GenBank, e que estéo identificadas com seus respectivos numeros
e/ou nomes. Os 10 principais gendtipos que foram caracterizados
nessa analise filogenética estdo individualizados por chaves, os
guais estdo identificados ou em relacédo as estirpes de referéncia
mais conhecidas que compdem esses genaotipos, ou aos paises de
origem dos quais essas estirpes do VBI sdo originarias. Os nos em
cada chave representam 1000 réplicas para a determinagdo dos
valores de bootstrap (somente valores de bootstrap =50 sé&o
mostrados). A barra embaixo do dendrograma representa o
numero de substituicdes de nucleotideos por sitio.
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6 DISCUSSAO

Foi desenvolvida uma técnica de Nested-RT-PCR para detectar e
diferenciar as estirpes do VBI do gendtipo BR-l, provida de elevada
sensibilidade e semelhante a obtida nas técnicas de RT-PCR em Tempo Real,
permitindo a diferenciacdo de estirpes do VBI do gendtipo BR-1 ou gendtipo SAl
de importancia epidemiolégica para o Brasil e outros paises da América do Sul.
Para isso, um par de oligonucleotideos iniciadores internos especificos para
sequéncia de nucleotideos da regido HVR3 do gene S1 foi desenhado e
utilizado junto com um par de oligonucleotideos iniciadores externos (SX1+ e
SX2-) que sao especificos para regies mais conservadas desse mesmo gene
e que foram descritos por Worthington et al. (2008).

Foram avaliadas a sensibilidade e especificidade dessa nova técnica de
Nested-RT-PCR, a qual foi denominada BR-Nested-RT-PCR, e comparada a
da técnica de Nested-RT-PCR universal e também a sua especificidade foi
comprovada com base no sequenciamento de nucleotideos da HVR3 do gene
S1 de algumas amostras de campo detectadas e identificadas como BR-I pela
técnica BR-Nested-RT-PCR.

Existem outros estudos nos quais foram construidos oligunucleotideos
universais para outras regides do gene S1 do VBI e que obtiveram a
amplificagéo desse gene do VBI com grande sucesso. Em um desses estudos
foram construidos oligonucleotideos iniciadores flanqueando a regido
hipervariavel 1 (HRV1), descrito por Wang et al. (1996), e um outro estudo
muito utilizado para detectar e diferenciar estirpes M41 das estirpes H120 que
foi desenvolvido por Okino et al. (2005).

Alguns genotipos emergentes do VBI permanecem restritos a regido de
origem, enquanto outros sdo amplamente disseminados e se estabelecem em
areas relativamente préximas a uma dada area geografica. Além disso a
utilizacdo de vacinas que sao diferentes destas estirpes circulantes nas
criacoes avicolas podem apresentar um baixo grau de protecdo cruzada e néo
serem capazes apresentar imunidade de protecéo cruzada efetiva com relagcéo
as estirpes vacinais usadas (CAVANAGH, 2007; JACKWOOD et al., 2012).

Nesse sentido, verifica-se que as estirpes do gendtipo BR-I (ou SAl), por
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exemplo, apresentam baixa similaridade nas sequéncias do gene S1 com
relagdo a estirpes do genotipo Massachusetts, sugerindo um nivel limitado de
protecdo cruzada, conforme demonstrado em nosso estudo e por Marandino et
al. (2015). Isso parece favorecer a evolucdo do VBI no Brasil e em alguns
paises sul-americanos, onde existem essas estirpes do VBI e nos quais sao
rotineiramente usadas vacinas formuladas com estirpes Massachusetts.

Em vista do apresentado acima e apesar de as técnicas atuais de RT-
PCR em Tempo Real serem ferramentas Uteis para monitorar a emergéncia e
expansdo dos gendtipos BR-I / SAlI (FRAGA et al., 2016; MARANDINO et al.,
2016), elas requerem condi¢Bes laboratoriais mais especificas e a utilizacao de
materiais de alto custo, os quais podem ndo estar disponiveis em laboratérios
de muitas regides, principalmente em paises em desenvolvimento, como os da
Ameérica do Sul, onde ha prevaléncia do gendtipo BR-1 ou SAl.

No presente estudo, foram utilizadas apenas as técnicas de Nested-RT-
PCR, de forma semelhante a de outros estudos descritos anteriormente
(CAVANAGH et al., 1997; FALCONE et al., 1997; HANDBERG et al., 1999;
LUCIANO et al., 2003). Ademais, nesses outros estudos foram utilizados
conjuntos de oligonucleotideos iniciadores para outras regides do gene S1 ou
para outros genes do VBI, sendo que o foco desses trabalhos era deteccédo e
nao diferenciacao de estirpes do VBI.

E valido destacar que no desenvolvimento do método de Nested-RT-
PCR com os pares de oligonucleotideos iniciadores descritos por Worthington
et al. (2008) para a deteccdo um grande numero de estirpes do VBI em
amostras colhidas de aves comerciais, ndo foi feita nenhuma andlise
comparativa desse tipo de técnica com a RT-PCR convencional e nem com
outros métodos de Nested-RT-PCR para determinar parametros como os de
sensibilidade, especificidade, acuracia e concordancia, tal como foi feito nesse
estudo para a deteccdo do VBI em um conjunto de amostras colhidas de aves
mantidas em criagbes comerciais.

A necessidade de se dispor de um método rapido e preciso para o
diagnoéstico do VBI, deve-se a semelhanca dos sinais clinicos induzidos em
aves por outras enfermidades tais como a laringotraqueite infecciosa das

galinhas, a influenza aviaria, a doenca de Newcastle, a sindrome da cabeca
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inchada causada pelo metapneumovirus aviario e ainda enfermidades
infecciosas causadas por outros patdégenos do trato respiratério de galinhas.

A técnica de BR-Nested-RT-PCR detectou apenas as estirpes do VBI
classificadas no gendtipo BR-I, sem gerar a amplificacdo de produtos de
estirpes de outros gendtipos do VBI (genoétipos de Massachusetts, Connecticut
e Arkansas), (Figura 4. B) ou de outros virus heterdlogos ao VBI (virus da
doenca de Newcastle, doenca de Gumboro, metapneumovirus aviario) ou da E.
coli, confirmando a especificidade do novo método (Figura 3).

Por outro lado, a técnica universal de Nested-RT-PCR, usando o par de
oligonucleotideos iniciadores internos descritos por Worthington et al. (2008)
[SX3+ e SX4-] foi capaz de detectar as amostras de aves infectadas com o
VBI. Contudo, essa metodologia ndo foi capaz de discriminar diferentes
estirpes do VBI presentes nas amostras positivas para o VBI, ja que esses
oligonucleotideos iniciadores pareiam com regides mais conservadas de HVR-
3 do gene S1 desse virus ndo conseguem discriminar estirpes pertencentes a
diferentes genotipos desse virus.

Ainda, com a finalidade de confirmar a especificidade da técnica BR-
Nested-RT-PCR, realizou-se a analise da sequéncia de nucleotideos da HVR-3
do gene S1 de duas amostras positivas para VBI obtidas de 2 granjas
comerciais de frangos de corte nas quais haviam sido identificadas amostras
positivas pela BR-Nested-RT-PCR. Verifica-se que essa analise revelou uma
elevada identidade das sequéncias parciais do gene S1 desses isolados do VBI
com as de outras estirpes do gendétipo BR-I disponiveis no GenBank. Em vista
disso e dos demais resultados desse estudo, pode-se inferir que a
especificidade da BR-Nested-RT-PCR é comparavel a relatada pelas técnicas
de RT-PCR em Tempo Real utilizadas para a deteccdo e identificacdo de
estirpes do gendétipo BR-1 ou SAI do VBI (FRAGA et al., 2016; MARANDINO et
al., 2016).

Uma vez que a BR-Nested-RT-PCR apresentou nesse estudo
desempenho eficaz na deteccdo e identificacdo das estirpes variantes
brasileiras do VBI presentes em amostras clinicas esse novo método pode ser
recomendado para diagnostico diferencial de estirpes do genoétipo BR-I do VBI
em granjas comerciais brasileiras apds triagem com a técnica de Nested-RT-

PCR universal.
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A técnica BR-Nested-RT-PCR apresentou elevada sensibilidade
analitica para a detec¢éo de diluicbes seriadas de razdo constante igual a dez
de amostras de LCA infectado pela estirpe IBVPRO5 do VBI de forma
semelhante como foi feito na avaliacdo das técnicas de RT-PCR em Tempo
Real (FRAGA et al.,, 2016; MARANDINO et al., 2016). Além disso, pode-se
considerar que a sensibilidade da técnica BR-Nested-RT-PCR foi semelhante a
de uma outra técnica de RT-PCR convencional previamente desenvolvida com
o conjunto de oligonucleotideos iniciadores de genes N (MEIR et al., 2010) e
revelou-se mais sensivel do que uma outra técnica de RT-PCR convencional
realizada com oligonucleotideos iniciadores para o gene S1 (MEIR et al., 2010).

Adicionalmente, a sensibilidade analitica da técnica BR-Nested-RT-PCR
foi semelhante a observada para outras técnicas de Nested-RT-PCR usadas na
deteccdo do VBI. No entanto, essas técnicas ndo apresentam a mesma
especificidade para detectar e identificar as estirpes do genoétipo BR-1 do VBI, e
foram utilizadas mais para a deteccdo universal de estirpes ou de um dado
genadtipo do VBI, sem discriminar os seus principais genotipos (OKINO et al.,
2005; WORTHINGTON et al., 2008).

A comparacdo da técnica BR-Nested-RT-PCR com a de Nested-RT-
PCR universal demonstrou também uma alta sensibilidade para a primeira
técnica usada para a deteccao e identificacdo de estirpes do VBI do gendtipo
BR-I em amostras de campo colhidas de frangos de corte oriundos de criacées
comerciais e, ainda, uma boa concordancia em relacdo a técnica universal de
Nested-RT-PCR (Tabela 3). Ainda, ao confrontar os resultados da técnica BR-
Nested-RT-PCR com dados da literatura, verifica-se que o desempenho geral
dessa técnica foi semelhante ao relatado para a técnica de RT-PCR em Tempo
Real (FRAGA et al., 2016) na deteccéo e identificacdo de estirpes brasileiras
do VBI presentes em amostras de aves de criacdes comerciais.

A alta prevaléncia de estirpes do gendétipo BR-1 do VBI em criacBes
avicolas comerciais no Brasil, em conjunto com 0 uso extensivo de vacinas
vivas atenuadas formuladas com estirpes do VBI do genétipo Massachusetts,
tém dificultado o diagndstico molecular direto desse virus em amostras colhidas
de aves comerciais no Brasil e em outros paises da América do Sul (DE WIT et
al., 2011, FRAGA et al., 2016, MARANDINO et al., 2016). Isso ressalta entdo a

importancia de se dispor de uma técnica como a BR-Nested-RT-PCR para
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realizar o diagndstico direto que seja capaz de diferenciar variantes de
amostras brasileiras do VBI presentes em amostras clinicas colhidas de aves

de criagcGes comerciais.

7 CONCLUSOES

- A técnica de BR-Nested-RT-PCR foi desenvolvida e aplicada neste
estudo de forma bem sucedida quando comparada com a técnica universal de
Nested-RT-PCR, proporcionando alta sensibilidade e especificidade na
deteccdo de estirpes do genétipo BR-I do VBI presentes em amostras
bioldgicas colhidas de aves mantidas em criacées comerciais.

- Esse estudo estabeleceu, pela primeira vez, um método de Nested-RT-
PCR dirigido a regido HVR-3 do gene S1 especifico para a detecgcdo e
identificacdo de estirpes variantes brasileiras do virus da bronquite infecciosa.

- A técnica BR-Nested-RT-PCR foi capaz de detectar e identificar as
estirpes variantes brasileiras do VBI devido a alta especificidade do par de
oligonucleotideos iniciadores que foi construido com base no alinhamento de
sequéncias da HVR3 do gene S1 de amostras isoladas de campo no Brasil e
de estirpes de referéncia de outros gendtipos do VBI.

- A técnica BR-Nested-RT-PCR mostrou ser mais acessivel e capaz de
produzir resultados sensiveis e especificos na deteccdo e identificacdo de
estirpes do gendtipo BR-I do VBI, com um custo potencialmente menor do que
a técnica de RT-PCR em Tempo Real, resultando, assim, em uma alternativa
atraente para o diagnéstico direto das estirpes brasileiras do VBI em amostras

colhidas de aves mantidas em criagdes avicolas comerciais.
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