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ABSTRACT

Simoni, I.C. (2001) Utilizagdo de diferentes linhagens celulares para a
propagacdo virus da doenca infecciosa da bursa. Tese de Doutorado,
Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia,
UNICAMP, Republica Federativa do Brasil.

Keywords: virology, infectious bursal disease virus, susceptibility, cell line.

Infectious bursal disease is an acute highly contagious viral infection, which results in
immunosupression or mortality in young chickens and in considerable economic losses for
poultry industry worldwide. Infectious bursal disease virus (IBDV) is a bi-segmented double-
stranded RNA virus beloning to the family Birnaviridae. The antigenic site responsible for the
induction of neutralization antibodies against IBDV been located on VP2, one of the major
virus structural protein. The IBDV broad antigenic diversity makes continued isolation and
antigenic analysis of field viruses imperative, although isolation of IBDV from field cases
may be difficult to conducted. The purpose of the present study was to broaden the number of
easily available cell culture systems that could support the replication of different IBDV strain
with production of evident cytopathic effect (CPE) and be used in routine virus neutralization
tests. Various serotype 1 commercial live-attenuated vaccines and virus field samples
adapted on chicken embryo fibroblast culture were propagated in continuous cell lines (CER,
IB-RS-2, SK-6, RK-13, BHK-21 and Vero). All cell lines were susceptible to IBDV at least
one virus sample however the RK-13 cell line supported the replication of several IBDV

samples with cytopathic effect most pronounced and with earlier occurrence. Polyacrylamide
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gel electrophoresis of the viral genomes from field isolates (n=43) was carried out and
compared with vaccine strains (n=10). The IBDV genomes were detected in 40% of field
samples. Of the IBDV negative samples, 54% showed CPE in FEG and in 28.,6% avian
reovirus was detected. Of the IBDV positive isolates, 76,6% showed CPE in FEG and in RK-
13 cell line. Virus-neutralization tests were conducted using the chicken embryo fibroblast
(CEF) and RK-13 cultures with comparable resuits. The RK-13 culture system can be used to

replace the CEF system, for virus isolation and even in virus-neutralization test.



RESUMO

O virus da doenga infecciosa da bursa (IBDV) ou virus da doenga de Gumboro, é o
agente etiologico da doenga infecciosa da bursa de galinha e ¢ altamente contagioso tanto para
frangos de corte como para aves de postura. Pelas caracteristicas gendmicas (RNA fita dupla
segmentado) e antigénicas (proteina VP2), este virus apresenta elevada variabilidade fazendo
com que 0 mesmo escape da imunidade materna conferida aos pintos de um dia, bem como da
imunidade conferida pelas vacinas atenuadas que sdo empregadas em granjas brasileiras. Para
estudar amostras suspeitas de IBDV € necessario o isolamento do virus em sistemas sensiveis
como ovo embrionado ou cultura primaria de fibroblasto embrido de galinha (FEG). Poucos
s30 os trabalhos utilizando linhagens celulares estabelecidas e continuas como células obtidas
de rim de coelho (RK-13), de embrido de galinha (CER), de rim de macaco verde (Vero), de
rim de hamster (BHK-21) e as de rim suino (SK-6 e IB-RS-2). Este trabalho teve a finalidade
de estabelecer qual a melhor linhagem celular para a propagagio viral e realizacdo de testes
de virus-neutralizagdo. Para a execugdo deste estudo, além das amostras vacinais (n=10),
foram também propagadas amostras de campo suspeitas de IBDV (n=43). Durante a
propaga¢do das amostras de IBDV em cultura primaria e linhagens continuas foram
analisados varios aspectos como tipo do efeito citopatico (ECP), nimero de passagens para o
aparecimento do ECP, as horas apds a inoculagdo em que se verifica o inicio do ECP. De
acordo com a morfologia observada nas monocamadas infectadas, as células exibiram dois
tipos de ECP denominados de DEG (degenerativo) e SYN (sincicial ou misto). Todas as 53

amostras foram também submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). O RNA
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viral do IBDV foi detectado em 40% das amostras de campo e em todas as amostras vacinais.
Nas amostras que foram negativas para IBDV, 54% causaram ECP em FEG, ¢ em 28,6% das
amostras, detectou-se o reovirus. Nas identificadas como IBDV foi observado ECP tanto em
FEG como em RK-13 em 76,6%, sendo que o CPE foi mais pronunciado nas células RK-13
quando comparado com as outras linhagens continuas. Portanto a linhagem celular RK-13 foi

escolhida para a propagac¢éo do IBDV.



1. INTRODUCAOQO

1.1-Historico

Em 1957, Albert S. Cosgrove, trabalhando no Delaware Poultry Laboratories, verificou numa
granja perto da localidade de Gumboro nos Estados Unidos, uma doen¢a que inicialmente foi
denominada de “nefrose aviaria”. Esta enfermidade foi descrita pela primeira vez em 1962 e
denominada entdo como doenga de Gumboro (Cosgrove, 1962; Lasher & Davis, 1997). Em 1964 ja
tinham sido relatados casos da doenga em todos os 13 estados produtores de frangos de corte desse pais
(Lasher & Davis, 1997). Allen Edgar e Yung Cho verificaram que a disseminagio da doenga ocorria
pela reutilizagdo de ragio proveniente de granjas afetadas (Edgar & Cho, 1976).

Durante varios anos, a etiologia do agente da doenca infecciosa da bursa (DIB) foi confundida
com a do virus da bronquite infecciosa pois as lesdes presentes nos rins eram bastante semelhantes
(Winterfield & Hitchner, 1962). A etiologia da doenga de Gumboro sé foi diferenciada da bronquite
infecciosa quando aves imunizadas com os isolados da bronquite infecciosa ndo foram protegidas
contra a DIB desenvolvendo lesdes especificas na bursa de Fabricius (BF) (Lukert & Saif, 1991).

Apos a identificagdo de que o virus da DIB tratava-se de um novo agente, comecaram as
primeiras tentativas de isolamento do mesmo em ovos embrionados. Porém, o padrio de mortalidade
foi irregular e dificil de manter através de passagens seriadas ( Lukert & Saif, 1991). Hitchner (1970)
observou entdo que o uso de embrides ndo suscetiveis, dificultava o isolamento e a identificacio do

agente.



No inicio dos estudos sobre o virus da DIB se trabalhavam com homogeneizados de tecido para
a sua caracterizagdo in vivo. Assim, Cheville (1967) examinou o efeito adverso de uma amostra isolada
por Edgar em ceélulas linféides da BF revelando necrose dos elementos linféides e fagocitose na regido
cortical dos foliculos decorrentes de reagéo inflamatoria. Cho e Edgar (1968) utilizando aves infectadas
experimentalmente documentaram pela primeira vez as lesdes na bursa. Irwin Moulthrop e Carol Wills
trabalhando com seu préprio material adaptou uma amostra em embrido de galinha que se tornou a
primeira vacina licenciada, a Bursa Vac® (Snedeker et al/, 1967). Benton usou um isolado de amostras
de tecido de um caso de nimero 2512 que depois foi usado para fabricagio da vacina “Winterfield
25127 (Winterfield, 1969). A partir desta amostra, ja atenuada apés 20 passagens em ovos
embrionados, Winterfield (1969), descreveu a patogénese do virus, seu tropismo e persisténcia,
solucionando o problema da dificuldade em se propagar o virus em alguns ovos embrionados pois este,
parecia refratario a infecgdo. O autor mostrou que ovos de reprodutoras imunizadas eram resistentes a
infec¢do pois como nesta época ndo se produziam ovos isentos de patégenos (SPF), muitos podiam ter
anticorpos maternais. Mesmo assim, usando ovos de aves de granjas suscetiveis ainda era dificil isolar
e manter o virus em passagem seriada. Isto somente foi resolvido pela escolha certa da via de
inoculagdo, pois os pesquisadores da época costumavam realizar estas passagens via saco corion
alantode ou via saco vitelino, ao invés de propagar o virus pela membrana corion alantoide (Hitchner,
1970). Por isso € que o virus da bronquite replicando-se melhor na via saco corion alantoide do que o
virus da DIB pode ser recuperado dos tecidos. (Lasher & Davis, 1997).

Hitchner (1970) comparando a resisténcia de lotes de aves imunizadas e ndo imunizadas frente
ao desafio com uma amostra virulenta verificou que os anticorpos maternais protegiam da patogenia da

bursa em aves de até 3 semanas de idade verificando que a progénie de aves ndo imunes também ¢
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refrataria & doenga clinica durante os primeiros 21 dias. Até entdo nio se sabia da manifestacdo da
forma subclinica da DIB e do papel imunossupressor do virus que somente foi bem conhecido algum
tempo depois (Sharma & Lee, 1983; Miiller, 1986).

Allan et al. (1972), foram os primeiros a relatar imunossupressdo em infeccSes de aves
com menos de 3 semanas e imunizadas contra a doenga de Newcastle.

Giambrone ez al. (1976) estudaram o efeito inicial da exposi¢do natural ao virus da DIB na
resposta imune aos virus da doenga de Marek ou ao virus da doenca de Newcastle. As aves foram
colocadas em ambiente contaminado com o virus da DIB e vacinadas contra a doenca de Newcastle ou
de Marek a 1 e 28 dias, respectivamente, ¢ tiveram resposta imune deprimida quando comparadas com
aves vacinadas colocadas em area limpa. Depois se relacionou a idade da exposigio ao virus da DIB
com efeito imunossupressor contra antigenos especificos.

Kaufer & Weiss (1980), trabalhando com aves de 4 semanas bursectomizadas cirurgicamente e
entdo inoculadas com virus virulento imediatamente ou uma semana depois da retirada da bursa,
observaram que ndo havia manifestacdo de sinais clinicos, porém todas as aves controle, cuja bursa nio
havia sido retirada, morriam. Estas aves bursectomizadas também produziam menos leses, apenas
com necrose discreta e transitoria dos tecidos linfaticos e produziam bem menos virus do que as aves
controle ndo bursectomizadas.

Durante os primeiros dez anos da identificagdo do agente da DIB, varios trabalhos foram
relatados sobre a caracterizagdo bioquimica do virus demonstrando a sua resisténcia a condi¢des
extremas de pH e de temperatura e a varios tipos de tratamentos quimicos (Benton ef al., 1967; Cho &
Edgar, 1969, Lukert & Davis, 1974). Estes achados explicam o papel importante da ra¢do e fomites na

transmissdo da doenca. Devido as caracteristicas de sua natureza, somente em 1976 foi possivel



descrever melhor o virus (Nick, et al, 1976). Através dos conhecimentos fisicos, quimicos e
morfologicos foi possivel classifica-lo em uma nova categoria taxoménica pertencente a familia
Birnaviridae (Becht, 1981). Antes do reconhecimento das caracteristicas da familia Birnaviridade,
foram classificados ou como Reoviridae (Koster et al., 1972; Lukert & Davis, 1974; Harkness et al.,
1975) e/ou como Picornaviridae (Cho & Edgar, 1969; Lunger & Maddux, 1972).

Muitos esforgos foram feitos pelos pesquisadores como Edgar, Moulthrop e Winterfield em
trabalhos independentes para a produ¢do vacinas comerciais, as quais sdo utilizadas até hoje na
avicultura (Lasher & Davis, 1997). A sele¢io de uma vacina descrita como suave (“mild field”) foi um
progresso na avicultura, a qual era propagada em embrifio de galinha e deu origem as cepas Moulthrop
(Lasher & Davis, 1997).

Outros pesquisadores também desenvolveram vacinas com estirpes adaptados em fibroblastos
de embrido de galinha (FEG) através de passagens cegas. Uma amostra derivada da amostra Edgar foi
adaptada em diversos cultivos primarios, primeiro em co-cultivo de células renais e da bursa, e
finalmente foi relatada a primeira propagagdo do virus numa linhagem celular continua apos varias
passagens cegas em c€lulas Vero. (Lasher & Davis, 1997). Depois Lukert adaptou a mesma amostra em
FEG. Esta vacina foi pouco utilizada e foi chamada de amostra “Lukert” e foram com seus derivados
que se produziram as vacinas atuais (Lasher & Davis, 1997).

No Brasil, o primeiro diagnéstico da doenga foi feito por Nakano ez al. (1972) com a descrigio
anatomo patologica da doenca. Depois Saukas, em 1978, isolou uma amostra 3036 que em aves
suscetiveis, produzia lesdes caracteristicas da doenga de Gumboro. A autora relatou que 68% de aves
de granjas diferentes apresentaram anticorpos contra a doenga demonstrando a disseminacio nos

plantéis brasileiros.



McFerran et al. (1980), foram os primeiros a relatar variagdo antigénica entre isolados
do virus da DIB de origem Européia, ao apresentarem evidéncias da presenca de dois sorotipos 1 € 2.
Estes resultados também foram encontrados nos Estados Unidos e os virus foram designados sorotipo I
e II (Jackwood et al.,1982). Estudos posteriores indicaram forte relagdo entre os isolados da Europa e
da Ameérica do Norte e entdo, foi proposta para todas as amostras a designacdo de sorotipo 1 e 2
(McNulty ef al., 1988). Os dois sorotipos sdo diferenciados nos testes de virus-neutralizagio (VN) e
ndo sdo distinguiveis por imunofluorescéncia ou ELISA ( Jackwood & Saif 1991).

No Brasil ainda ndo se relatou a ocorréncia do segundo sorotipo em perus ou em frangos.

O controle da doenga se complicou a partir de 1985, com o reconhecimento nos Estados Unidos
de amostras variantes do sorotipo 1 que escapam da imunidade maternal contra amostras classicas e
diferem nas suas propriedades biologicas (Jackwood & Saif 1991).

Na Europa e em paises da Asia e do Oriente Médio ndo foram relatadas a ocorréncia de virus
variantes como os observados nos EUA, porém muitos pesquisadores tém relatado desde esta época e
até os dias de hoje, inclusive no Brasil, a presen¢a de amostras muito virulentas mas que nio sio
antigenicamente muito diferentes das amostras denominadas de “classicas” presentes nas vacinas
(Chettle ef al., 1989; Van Den Berg ef al., 1991; Tsukamoto et al., 1992; Pitcovski ef al., 1998; Di
Fabio et al., 1999). Pesquisadores atribuem ao fato do aparecimento destas amostras as falhas de
vacinagdo decorrentes da presenga de anticorpos maternais (Chettle ef al., 1989; Van Den Berg &
Meulemans, 1991).

A imunidade contra o virus da DIB ¢ mediada principalmente por anticorpos e pela imunidade
passiva transferida aos pintos pelos anticorpos através do saco vitelino (Lukert & Saif, 1991). As aves

reprodutoras s3o geralmente vacinadas com vacinas vivas ou com vacinas vivas e inativadas. Supde-se



que pintos nascidos de aves imunizadas com vacinas inativadas apresentem concentragdes tdo altas de
anticorpos que a imunizagdo somente seria necessaria depois de 4 semanas de idade ou ndo seria
necessaria (Van Den Berg & Meulemans, 1991). Por isso, alguns paises ndo imunizavam seus plantéis
na década de 1980 e outros utilizavam as vacinas oleosas. No inicio ndo ocorreram problemas,
possivelmente pelo efeito das vacinas inativadas. Entretanto, a partir de 1986, comegou a ocorrer
muitas perdas em frangos de corte e depois em aves de postura devido & presenca de amostras muito
virulentas, inicialmente reportadas na Bélgica e mais tarde por toda a Europa (Chettle ef al., 1989; Van
Den Berg et al., 1991). Provavelmente a imunidade conferida pela vacina inativada ndo foi suficiente e
as aves tinham a doenga por volta de 4 semanas de idade. Para controlar a doenca, frangos de corte com
duas semanas de idade passaram a ser vacinados com vacinas vivas que tinham uma patogenicidade
residual intermediaria como as vacinas D-78 ou Bursine 2 (Mazariegos ef al., 1990). Entretanto, em
granjas comerciais existe uma grande variacdo dos titulos de anticorpos em pintos de um dia,
principalmente em lotes de aves recém-nascidas procedentes de matrizes diferentes mostrando algumas
vezes lotes provenientes de matrizes vacinadas com vacina emulsionada, titulos muito baixos
(Mazariegos et al., 1990). Por i1sso € muito dificil determinar uma idade ideal para a vacinagdo. A falta
de conhecimento sobre a dindmica da diminui¢cdo dos titulos contribui para as falhas na vacinagio
(Tsukamoto er al., 1995). Além disso, falhas na vacinagdo com vacinas intermediarias podem ser
devido prnincipalmente, & capacidade do virus de campo de superar concentragdes consideraveis de
anticorpo maternal do que o virus vacinal. Isto significa que numa situagdo de infecgio forte o virus de
campo invade a granja muito antes do que qualquer virus vacinal (Mazariegos et al., 1990). Uma vez o
virus de campo esta presente na granja depois do primeiro surto e especialmente quando a granja ndo

foi desinfetada completamente, as aves nascidas com um baixo titulo de anticorpos maternais, depois



de alguns dias, vdo disseminar o virus de campo. Depois de alguns ciclos o virus se encontra em
concentra¢Oes muito altas na cama e logo € transmitido para outros pintos que tem niveis de anticorpos
que podem ser sobrepujados pelo virus de campo mas ndo pelo virus vacinal que chega muito mais
tarde. Por isto que pesquisadores resolveram usar vacinas mais virulentas (com patogenicidade
residual) ou chamadas de “forte ou quente” como as vacinas “intermediarias plus”. N&o existe uma
vacina que seja mais virulenta e a0 mesmo tempo ndo seja patogénica.

Nos Estados Unidos a situagdo se mostrou diferente com o relato das amostras variantes em
1985 sendo que nio foi relatada a presenga de amostras altamente virulentas como verificado em outros
paises (Lukert & Saif, 1995).

Atualmente a Australia é o Gnico pais, além dos EUA, a relatar a ocorréncia de amostras
variantes (Sapats & Ignjatovic, 2000) pela caracterizagdo destes isolados verificou-se que sdo amostras

diferentes das encontradas nos EUA e também das amostras encontradas na Europa.

1.2-Patogenia e sinais clinicos da doen¢a de Gumboro

A doenga de Gumboro ou doenga infecciosa da bursa é uma enfermidade altamente contagiosa
que, dependendo de varios fatores pode provocar imunossupressdo permanente ou temporaria associada
ou ndo com sintomas clinicos e mortalidade. As variagdes das formas da doenca ocorrem
principalmente em fun¢do da idade ao momento da infecgio (Skeeles er al, 1979). Quanto mais
precoce for a infecgdo, maior e irreversiveis serdo os danos causados na bursa de Fabricius (BF),
principal o6rgdo alvo do virus e com isso o processo de imunossupressio é permanente. As aves
infectadas mais tardiamente ja terdo tido tempo para que os linfocitos B presentes nos foliculos

linféides, migrem para outros 6rgdos, como o bago e com isso o processo de imunossupressio é



temporario (Lukert & Saif, 1997). A forma clinica da doenga geralmente ocorre em aves entre 3 a 6
semanas de idade e dura cerca de 5 a 7 dias. Trata-se de doenga aguda de pintos caracterizada por
ericamento das penas, diarréia aquosa, anorexia, depressdo, tremores, severa prostracio e finalmente
morte. Em estagios avancados da doenga, principalmente em aves mortas, nota-se alteracdes renais
proeminentes. Estas lesdes sio provavelmente consequéncia da desidratagio severa provocada pela
doenga. S3o observadas também hemorragias na coxa e musculatura esquelética. O orgdo alvo do virus
€ o tecido linfoide principalmente a BF, porém outros tecidos linféides como, bago, timo, glandula de
Harder, tonsilas cecais, também s3o afetados. As lesdes da bursa caracterizam-se por edema gelatinoso
seguido de intensa atrofia (Lukert & Saif, 1991; Sellers ez al., 1999).

A forma subclinica da doenga ocorre em aves com idade inferior a 2 semanas, porém o Unico
indicio visual da infecgdo € o grau de atrofia da BF. A forma subclinica ¢ bastante importante devido a
sua relagdo com a perda de produtividade, isso porque os animais infectados tornam-se
imunodeficientes ficando suscetiveis a outras enfermidades (Cao, ez al., 1998). Além disso, a infecgdo
precoce pode diminuir a eficacia de vacinas contra outras doengas (Lukert & Saif, 1991).

A incidéncia da doenga € alta e esta distribuido pelo mundo todo principalmente nas
areas de produgdo avicola. A transmissdo pode ocorrer pelo contato direto ou pela agua, pelo ar,
alimento e cama utilizada anteriormente por aves infectadas. Pelo contato direto, aves suscetiveis
podem adquirir a doenga até o 14° dia de infec¢do (Benton ef al., 1967, Vindegovel et al., 1976), ndo se
observando transmissdo por esse meio apos o 16° dia de inoculagdo (Winterfield et al., 1972). O virus
pode ser eliminado pelas fezes a partir do 2° ao 10° dia apos a inoculagio, podendo permanecer nas
fezes até 60 dias (Vindegovel er al., 1976). Entretanto as aves ndo contraem a doenca através dos

excretos de aves infectadas (Benton et al, 1967). Snedeker et al. (1967) obtiveram lesSes



caracteristicas da doenca apds inocular aves suscetiveis com suspensio de larvas de insetos, do
Alphitobios diaperinus (Panz.), presentes na racio, coletadas na granja, oito semanas apos um surto da
doenca. Entretanto, para Edgar & Cho (1965), o principal meio de transmissio da doenca se da por

reservatorios e fomites.

1.3-Caracteristicas gerais do IBDV

O virus da doenga infecciosa da bursa é também denominado de IBDV, do inglés “Infectious
Bursal Disease Virus”. Este virus se replica nos linfocitos B imaturos da bursa, tendo como orgéo alvo
primario a bursa de Fabricius.

O IBDV pertence ao género Avibirnavirus da familia Birnaviridae cujo protétipo é o virus da
necrose pancreatica infecciosa de peixes. Outros virus deste grupo incluem, o virus Tellina que
infectam molusculos bivalves e o virus X da Drosdfila (Dobos et al., 1979; Becht, 1981; Murphy e al.,
1995). Virus deste grupo ndo apresentam envoltério, tém simetria icosaédrica, tamanho de
aproximadamente 60nm de didmetro e o genoma apresenta dois segmentos de fita dupla de RNA
(Becht, 1981; Lombardo et al., 1999; Schréder, e al, 2000). Existem dois sorotipos 0 1 e 0 2. Como o
sorotipo 2 ndo tem habilidade de induzir lesdes na bursa, somente o sorotipo 1 € patogénico para aves
suscetiveis (Ismail ef al, 1988). O motivo destas diferengas nas propriedades biologicas ainda ndo &
conhecido.

O genoma do virus € constituido de dois segmentos A e B, sendo o segmento A maior (PM de
2,5x 10°) que o B (PM de 2,2 x 10%). O segmento menor do genoma do virus, codifica a proteina de 95
kDa, a VP1 que tem atividade de RNA polimerase dependente de RNA ¢ é responsavel pela replica¢do
do genoma (Pitcovski ez al., 1998; Lombardo ez al., 1999). O segmento maior apresenta duas estruturas

de leitura aberta “ORF” que estdo parcialmente sobrepostas. A primeira estrutura codifica um
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polipeptideo de 17 kDa denominado de VPS5. A expressio da VPS5 € importante na inducdo da
patogenicidade do virus, uma vez que mutantes VP5~ em sorotipo 1, nio sdo capazes de induzir lesdes
na Bursa (Yao et al, 1998). A VPS5 foi constatada tanto em células da bursa de galinhas infectadas,
como em células de fibroblasto de embrido de galinha (FEG) infectadas (Schroder, ef al.,, 2000). A
segunda estrutura codifica uma poliproteina de 106 kDa (que inclui os precursores de VP2, VP4 e
VP3), onde a VP4 € responsavel pela maturagdo proteolitica da propria poliproteina que por clivagem
autocatalitica forma trés polipeptideos pré-VP2, VP3, VP4 (Lombardo ef al., 1999). A pré-VP2 sofre
um segundo processamento independente e muito lento, produzindo o polipeptideo conhecido como
VP2. Esta clivagem ¢ incompleta, pois ambas proteinas pré-VP2 e VP2, juntamente com a VP3
formam o capsideo do virus (Sanchez & Rodriguez, 1999).

O ciclo de replicagcdo foi estudado em células de fibroblasto de embridio de galinha com uma
adsor¢do maxima de 75 minutos, periodo de laténcia de 4 a 6 horas e duragio de 10 a 36 horas (Lukert
& Davis, 1974; Nick, et al.,1976; Kibenge et al., 1988). Em células Vero e BGM-70 o ciclo € mais
longo, de 48 horas (Jackwood er al., 1987). Os polipeptideos virais em células da bursa infectadas sdo
detectados no meio de cultura apés 90 min. a 6 horas pds-inoculagdo.( Miiller & Becht, 1982). Muito
pouco se sabe sobre o sitio de reconhecimento do receptor celular sobre o virus e do mecanismo da

sintese do RNA viral.

1.4- Caracteristicas antigénicas do IBDV

A VP2 ¢ a principal proteina imunogénica do virus € o antigeno que especifica o sorotipo do
IBDV, além de conter os epitopos neutralizantes. Apesar da VP3 tomar parte do capsideo viral,

anticorpos anti-VP3 ndo neutralizam a infectividade do virus. O virus possui de dois a trés sitios
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antigénicos intimamente relacionados e capazes de induzir anticorpos neutralizantes em aves. O
principal epitopo neutralizante da VP2 depende da sua conformacgido e configuragdo e se localiza em
uma regido que apresenta muita variabilidade entre os sorotipos 1. Pequenas modifica¢des nesta regido
podem provocar alteragdes nas propriedades antigénicas do virus (Dybing & Jackwood, 1998). Isto
pode alterar a estrutura de um epitopo ou induzir a perda-do mesmo. Estudos utilizando diferentes
anticorpos monoclonais neutralizantes tem sido empregados em testes de ELISA de captagdo de
antigeno, permitindo estabelecer perfis antigénicos dos virus, tanto selvagens como vacinais,
possibilitando uma classificagdo dos mesmos (Hassan er al, 1996). Estas alteragdes também sdo
estudadas tentando correlacionar a sequéncia de aminoacidos codificada pelo genoma viral e a
antigenicidade. Dormitorio et al. (1997) observaram que a substituigdo do aminoacido prolina pela
treonina na regido 222 da VP2, pode induzir a perda de um epitopo e consequentemente a diminuig¢do
da neutralizagio por anticorpos.

Os virus do sorotipo 1 apresentam inimeras variagdes antigénicas que s6 foram detectadas a
partir de 1985 nos EUA. Essas amostras foram estudadas realizando-se testes de virus-neutraliza¢@o
cruzada, a partir dos quais foram identificados 6 subtipos do sorotipo 1 (Jackwood & Saif, 1987; Ismail
& Saif, 1991). Segundo Jackwood & Jackwood (1994), a existéncia de diversos subtipos tem diminuido
a eficiéncia da imunidade maternal e de alguns programas de vacinagdo, por ndo apresentarem
imunidade cruzada entre si. Jackwood & Jackwood (1997) também observaram que quando a
vacinagdo € realizada contra apenas um dos subtipos do sorotipo 1, as aves ndo se mostram protegidas,
ou seja, a vacinagdo com apenas um subtipo antigénico ndo € capaz de conferir prote¢io contra
subtipos heterologos.

Em meados da década de 1980 na Europa foram descritos os primeiros surtos da doenca
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causada por amostras de virus muito virulentos (vvIBDV). Desde entio, essas amostras foram
identificadas e caracterizadas em muitas partes do mundo como na Europa (Van Den Bergefal, 1991,
Brown, et al., 1994; Zierenberg, et al., 2000), Japdo (Nunoya, ef al., 1992; Tsukamoto, ef al., 1992),
Israel (Pitcovski, et al, 1998), Africa (Zierenberg, et al., 2000) e Australia (Sapats & Ignjatovic,
2000).

No Brasil em 1999, foi relatada a existéncia de amostras virais semelhantes as amostras muito
virulentas encontradas na Europa e em grande parte do mundo. Através de estudos utilizando
anticorpos monoclonais em ELISA de captura e analise molecular por RT/PCR e sequénciamento do
produto, foi observado que esses virus apresentam propriedades antigénicas, genéticas € patogénicas
das amostras de vvIBDV encontradas na Europa (Di Fabio ef al, 1999). Este virus foi primeiro
relatado em granjas situadas na regio de Campinas, onde as taxas de mortalidade variaram de 5 a 20%.
As aves afetadas exibiram penas erigadas, prostragdo, diarréia e morte. A necropsia mostrava edema
gelatinoso tipico na BF que apresentava aspecto escurecido. As aves também apresentavam
hemorragias musculares e petéquias, desidratacdo e aumento dos rins (Di Fabio et al., 1999). A
vacinagdo repetida com vacina intermediaria ou suave por 1, 10 e 18 dias apresentou pouca eficacia.
Os lotes subseqiientes de aves, apresentaram a doenga pois a cama permanecia contaminada (D1 Fabio
et al., 1999). Estas amostras ainda ndo foram isoladas e adaptadas em culturas celulares, bem como,

utilizadas para a produgdo de novas vacinas.

1.5-Isolamento e propagacio do IBDV

O método tradicional de isolamento do virus ¢ feito em membrana corion alantdide (MCA) de
ovos embrionados de galinha (Winterfield ef al., 1972; Lukert & Saif, 1991). O isolamento do IBDV in

vitro ¢ muito dificil e trabalhoso. Geralmente emprega-se cultura celular primaria de embrido de
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galinha de 9 a 11 dias de idade (Kibenge & McKenna 1992). Uma vez isolado o virus pode ser
adaptado para propagacdo em linhagens celulares continuas (Reddy & Silim, 1991). Nessas culturas o
virus produz efeito citopatico caracteristico, isto € efeito degenerativo ou arredondamento das células.
Amostras patogénicas ndo sdo facilmente adaptadas em cultivo celular primario, pois necessitam de
diversas passagens ou requerem sucessivas passagens em MCA bem como em saco vitelino (Hassan e?
al., 1996). Estas amostras apresentam patogenicidade reduzida in vivo (Yamaguchi ez al., 1996) e além
disso, muitos isolados ndo crescem em culturas primarias ( Mc Ferran 1980).

Com a finalidade de estabelecer um sistema seguro de propagacao do virus, em 1987, Jackwood
e colaboradores, propagaram amostras de IBDV vacinais e de campo, previamente adaptadas em
cultivo primario de embrido de galinha, em linhagens celulares provenientes de rim de macaco: MA-
104, Vero e BGM-70. As amostras de virus se replicaram nas trés linhagens, sendo que o efeito
citopatico foi pronunciado na linhagem BGM-70. Também foram feitos experimentos de virus
neutraliza¢@o nas células BGM-70. Os resultados foram semelhantes aos obtidos em cultivos primarios
de embrides de galinha.

Além de Jackwood ef al. (1987), poucos trabalhos relatam a utilizagdo de linhagens celulares
continuas de mamiferos para a replicagdgo do IBDV e na utilizagdo em testes rotineiros de diagnostico
(Cowen & Braune 1988; Kibenge & McKenna 1992). O uso de linhagens celulares continuas no
isolamento e propagagdo de virus aviarios apresenta uma série de vantagens sobre o uso de culturas
primarias de células de embrido de galinha. As linhagens celulares continuas s3o facilmente disponiveis
e mantidas por procedimentos técnicos simples, enquanto que a preparagao das culturas primarias €
muito mais trabalhosa e a disponibilidade de ovos isentos de patogenos € muito reduzida. No Brasil sdo

poucos os laboratorios que produzem estes ovos. Além disso, as culturas primarias constituem uma
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populagdo mais heterogénea do que as linhagens celulares (Frederic ez al., 1992).

A utilizagdo de linhagens celulares estabelecidas para produgio de vacinas contra o IBDV ainda
¢ limitada, pois a maioria das vacinas inativadas é produzida em BF ou as vivas atenuadas em ovos
embrionados ou em FEG (Miiller, 1992).

Um outro fator a ser levado em conta € que, durante o isolamento do IBDV a partir da bursa,
devido a proximidade da cloaca, pode ocorrer contaminagdo do material coletado por outros virus.
Amostras ndo patogénicas de reovirus geralmente estio presentes em aves normais podendo ser
isolados destas (Robertson, & Wilcox, 1986). Além disso, a ave pode apresentar infeccdo mista na BF
podendo estar presentes reovirus e IBDV e, ao invés do isolamento de IBDV, ocorre o isolamento de
reovirus. Autores relatam que € possivel utilizar determinadas culturas celulares para separar estes dois
virus (Gelenczei & Lunger, 1970). Portanto seria interessante utilizar uma linhagem celular pouco
suscetivel ao reovirus ao invés da cultura primaria de embridio de galinha que € suscetivel tanto ao

reovirus e quanto ao IBDV.



2. OBJETIVOS

Este trabalho foi realizado com a finalidade de investigar sistemas celulares suscetiveis ao virus da
doenga infecciosa da bursa que apresentassem efeito citopatico evidente para utilizacdo em testes de

virus neutraliza¢do tendo como objetivos:

o Estudar a suscetibilidade das diferentes linhagens celulares continuas: CER, Vero, SK-6, IBRS-
2 clone D-10, RK-13, BHK-21 clone 13, & amostras vacinais de IBDV e aquelas obtidas de
materiais clinicos de aves com suspeita de doenga infecciosa da bursa;

¢ Escolher dentre as diferentes linhagens celulares suscetiveis a que melhor propaga o virus;

¢ Escolher dentre as linhagens suscetiveis uma que seja pouco ou nio suscetivel ao reovirus;

® Avaliar a utilizagdo da linhagem celular suscetivel para ser empregada em testes de virus-
neutralizaggo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Culturas celulares

3.1.1. Cultura primaria

Foram utilizadas células de fibroblastos (FEG) obtidas de ovos embrionados de galinha de 9 a
11 dias de incubagdo, isentos de patdgenos, provenientes do laboratorio BIO-VET. As culturas foram
preparadas seguindo metodologia usual (Rosenberg e al, 1974), com algumas modificagdes como
descrito a seguir. Os ovos embrionados foram desinfetados em solugdo de alcool 70° e abertos pela
camara de ar. Em seguida, retirando-se a cabega, asas e patas, os embrides foram colocados em um
Becker contendo solugdo de tripsina citratada (fornecida pelo BIO-VET) e deixados em temperatura
ambiente por duas horas. Apos este periodo, a suspensdo contendo o tecido foi submetida a dispersdo
mecénica com o auxilio de uma seringa hipodérmica. Em seguida foi filtrada, centrifugada durante 10
min. a 700 x g e apos a retirada do sobrenadante, acrescentou-se ao sedimento, meio minimo essencial
de Eagle (MEM), contendo de 8% de soro fetal bovino (SFB) Cultilab®, inativado a 56° C por 30 min.
Apos a homogeneizago do sedimento realizou-se a contagem celular e distribuigdo das mesmas.

3.1.2. Linhagens celulares

As linhagens celulares continuas empregadas foram obtidas das seguintes espécies animais:
embrido de galinha, CER (chicken embryo related) (SMITH et al.,, 1977); de macaco: linhagem celular
Vero (“African green monkey kidney”’-ATCC-CCL 81); rim de suino: SK-6 (“swine kidney”) e IB-RS-
2 clone D-10 ( Instituto Biologico-rim suino-2 ATCC-CRL 1835); rim de coelho: RK-13 (rabbit kidney
— ATCC-CCL 37), rim de hamster: BHK-21 clone 13 (baby hamster kidney ATCC-CCL 10). Todas as

culturas celulares foram mantidas nas mesmas condigdes seguindo metodologia usual (FERNANDES
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& SIMONI, 1995) e cultivadas em MEM acrescido de 8% ou 10 % de SFB. Nos experimentos de virus
neutralizagdo o meio utilizado foi o mesmo, tanto para as células RK-13 como para as culturas

primarias, este meio foi cedido pelo BIO-VET.

QUADRO 1: Relag¢io das amostras do IBDV de vacinas utilizadas,

relacionadas de acordo com cédigo adotado no laboratoério e sua

procedéncia
CODIGO TIPO PROCEDENCIA
GBV Gumboro cepa G-8 BIO-VET

A Amostra D-78 Malinckrodt
B cepa forte, G603 Malinckrodt
C Amostra Lukert Malinckrodt
D Amostra intermediaria Malinckrodt
G6 cepa Moulthrop G 606 Malinckrodt
B7 Bur S-706 Fort Dodge
B2 Bursine 2 Fort Dodge
BP Bursine Plus Fort Dodge
G2 228E Intervet
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3.2. Amostras virais

Foram utilizadas amostras de IBDV de vacinas (quadro 1) e de campo (quadro 2), e também a
amostra de reovirus estirpe S1133 (Robertson & Wilcox, 1986).

3.2.1 Vacinas

As vacinas GBV, G6, B7, B2, BP e G2, liofilizadas, foram diluidas em 1 mL de MEM e as
vacinas A, B, C e D j4 estavam diluidas. Todas as vacinas foram estocadas em freezer —~20°C.

3.2.2. Amostras de campo

O material utilizado neste trabalho foi coletado segundo o método descrito a seguir. Dez aves
aleatoriamente escolhidas de lotes problema, de diferentes regides do Brasil, foram sacrificadas,
necropsiadas e as bursas foram coletadas e mantidas a —-70° C até o momento do uso. No quadro 2
estdo relacionadas as amostras suspeitas na forma de suspensdes de membranas corion alantoides
(grupos de 1 a 4) ou de bursa (grupo 5 e 6). As amostras do grupo 1 foram cedidas pelo Laboratorio de
Omitopatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da USP, as amostras dos grupos 2, 3, 4 de
procedéncias diferentes foram cedidas pela Dra Clarice Weis Arns e as amostras do grupo 5 e 6,
cedidas pelos laboratorios de Patologia Avicola de Bastos e de Descalvado, ambos do Instituto
Biologico. As amostras do grupo 5 foram coletadas de aves de postura o restante de aves de corte. As
amostras de procedéncia 1, 2, 3 e 4 0 nimero de passagens anteriores ao recebimento das amostras nio

foi informado.
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QUADRO 2- Relagido das amostras de campo agrupadas de acordo com

codigo adotado no laboratorio

CODIGO PROCEDENCIA TIPO
E,F, G H, Qe Al, AK, AP* 1 MCA
LJLLMNOPRT,XeY 2 MCA
AA, AB, AC, AD, AE, 3 MCA
AF, AG, AH, Al 4 MCA
BA, BB, BC, BD, BE, BF 5 Bursa
BG, BH, BI, BJ, BK, BL, BM, BN, BO 6 Bursa

*a amostra AP foi proveniente de bursas de aves suspeitas.

3.3. Inoculacio viral

3.3.1. Inoculagio in vivo

Para o 1solamento viral em ovos embrionados, as bursas foram maceradas, diluidas em solugo

salina de Hanks contendo 2% dos antibidticos, penicilina e estreptomicina (1x 10° UU/mL e 2mg/mL) e

centrifugadas durante 15 minutos a 2500 x g. As amostras de bursa foram também tratadas com igual

volume de cloroformio. Os sobrenadantes foram coletados e filtrados em membrana com porosidade

de 0,45 um antes da inoculagdo nos ovos embrionados SPF com 10 a 12 dias de incubagdo. Para tanto,

esses ovos no 10° dia de incubagio, apds a visualizagdo do embrido por ovoscopia e a localizacdo da

cdmara de ar, da MCA e dos vasos sanguineos, foram marcados na casca. Feito isso, inoculou-se
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através de um orificio feito na casca no polo da cdmara de ar, e com uma seringa inclinou-se a agulha
até a marca feita nos ovos. Em seguida o orificio foi vedado com cola escolar. Procedeu-se a
inoculagdo em pelo menos 5 ovos para cada amostra suspeita. Acompanhou-se os ovos até 9 dias pos-
inoculagdo em incubadora marca CASP com viragem automatica dos ovos e umidade controlada,
sendo que aqueles que morriam no decorrer do periodo, salvo aqueles mortos apos 24 h decorrente de
erros no momento da inoculagdo, foram abertos e as lesdes observadas. Em seguida, o efeito da
inoculagdo viral foi avaliado nestes ovos através da verificagio de mortalidade (3 a 5 dias pos
inoculagdo) e/ou presenga de lesdes caracteristicas como figado de coloracio verde ou mosqueado,
esplenomegalia, im aumentado e coragdo palido.

Os embrides que ndo apresentaram mortalidade até o 18° dia de incubacédo foram sacrificados e
necropsiados para também, verificar-se as lesdes. Cuidadosamente, as MCAs foram retiradas dos ovos
embrionados e congeladas. No momento do uso foram novamente maceradas, centrifugadas, filtradas e
inoculadas em novos embrides. Na auséncia de lesdes e/ou mortalidade, foram realizadas pelo menos
trés passagens cegas. Apds a inoculagdo in vivo, as suspensdes de MCA foram entdo utilizadas na
propagagdo em células, ou seja in vitro.

3.3.2. Inoculacéo in vitro

Monocamadas celulares contendo 1x105 células/mL (nimero de células suficiente para formar
monocamada confluente para as linhagens continuas) ou 3 x 10° células/mL (nimero de células
suficiente para formar monocamada confluente para as culturas primarias) cultivados em microplacas
de 24 cavidades foram inoculados com 0,01 a 0,03 mL da suspensdo viral e incubadas durante pelo
menos 96 h a 37° C em estufa com atmosfera controlada com 5% de CO, para a observagio de efeito

citopatico (ECP). Em seguida as suspensdes de células infectadas foram congeladas e descongeladas
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trés vezes, e centrifugadas por 20 min. a 2500 x g. O sobrenadante foi coletado, distribuido em varios
tubos, armazenados a —20° C para serem inoculados em novas monocamadas celulares.

Inicialmente todas as amostras foram inoculadas nas células FEG, e foram realizadas passagens
at¢ o aparecimento do ECP ou pelo menos trés passagens cegas, sendo que o ECP das amostras
suspeitas foi comparado com o ECP das amostras vacinais obtidas em células FEG. As que
apresentaram ECP em FEG foram entdo inoculadas nas linhagens celulares RK-13 e CER.
Posteriormente o trabalho foi ampliado com a utilizagdo de outras linhagens celulares para a
comparacdo da suscetibilidade destas linhagens ao IBDV e também ao reovirus. As amostras
consideradas negativas em FEG ndo foram propagadas nas linhagens continuas e as que causaram ECP

em FEG foram utilizadas para a identificagdo viral descrita nos itens 3.6 e 3.8.

3.4. Titulacgao viral

Apos a obtengdo do ECP caracteristico, a suspensio viral foi titulada em células cultivadas em
microplacas de 96 cavidades (3 x 10° células/mL para a linhagem continua ou 8 x 10° células/mL para
a cultura primaria). Foram feitas dilui¢bes seriadas iniciando-se pela diluicio 10 até 10”. Essas
diluicdes foram preparadas em MEM sem soro e foram inoculadas 50 uL de cada diluicio nas
microplacas. As células foram incubadas a 37° C durante 5 dias em estufa com atmosfera controlada
com 5% de CO,. Diariamente realizou-se acompanhamento da ocorréncia de ECP examinadas ao
microscopio invertido. O titulo viral foi calculado através da Dose Infectante de Cultura de Células
50% (PICC50%) definido pelo método de Reed & Muench (1938). Os experimentos foram repetidos

pel&y menos 3 vezes e calculados as médias para cada amostra viral.
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3.5. Soros hiperimunes

3.5.1 Antigeno viral

O antigeno viral foi obtido como descrito a seguir. Monocamadas celulares infectadas
produzidas em garrafas de 75 cm” foram congeladas e descongeladas por trés vezes em freezer ~ 20°C,
depois foram clarificadas por centrifuga¢do a 11.000 x g em centrifuga Sorval rotor SA300, durante 30
min. para a retirada dos restos celulares. Os sobrenadantes, produzidos a partir de um volume inicial de
30 mL contendo virus e meio de cultivo, foram homogeneizados com igual volume de
triclorotrifluoretano (freon) e centrifugados a 9000 x g por 10 min. para retirada de lipideos. A
suspensdo viral foi dividida em dois tubos e, ou foi congelada ou emulsificada (2 mL) com igual
volume de adjuvante completo de Freund para a imunizagio inicial dos coelhos. A segunda dose
imunizante foi realizada através da inoculagdo de suspensdo viral (4 mL) emulsificada em adjuvante
incompleto de Freund.

3.5.2 Producie do soro

Antes da imunizagdo os coelhos foram sangrados para coleta do soro negativo. A primo
imuniza¢do foi efetuada pela injegdo de suspensio viral em adjuvante de Freund completo pela via
intramuscular. Apos 4 semanas, a suspensdo viral emulsificada em adjuvante de Freund incompleto foi
inoculada pela via intraperitoneal. Os animais foram sangrados por pungdo cardiaca 7 dias apos a
segunda inoculag3o.

Os soros coletados foram centrifugados por 10 min. a 2500 x g. Os sobrenadantes foram

coletados e nativados durante 30 min. a 56°C e mantidos a —20°C até o momento do uso.
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3.6. Teste de virus neutralizagio reciproco

Utilizou-se o método B nos testes de VN, isto é, diluigdo de virus constante e anticorpo em
diferentes dilui¢des, como descrito anteriormente por outros autores (Giambrone, 1980; Jackwood et
al., 1982). O teste foi realizado para comparar os resultados obtidos no teste de VN em culturas
primarias com os resultados obtidos com a linhagem celular suscetivel as amostras vacinais e de
campo. Em microplacas de 96 cavidades foram depositados em cada cavidade 50ul. de MEM e na
primeira coluna 50uL de soro hiperimune, para ser feita a dilui¢io seriada até a oitava coluna,
passando 50pl de uma cavidade para a outra. Soros controle positivo € negativo foram sempre
incluidos no experimento. Em seguida, 50uL de 100 DICCseo, de suspensdo viral foram acrescentados
nas colunas de 1 a 8 e apds a incubagio por 1 h em atmosfera de 5% de CO,, as suspensdes de células
(3 x 10° células/mL para a linhagem continua ou 8 x 10° células/mL para a cultura primaria) foram
adicionadas nas placas. Nas colunas de 9 a 12 foram adicionadas diferentes diluigdes do virus que foi
titulado para se averiguar se a dose utilizada correspondia a4 dose necessaria. As placas foram
incubadas a 37°C em estufa com uma atmosfera de 5% de CO, até 10 dias para a constatagio ou nio
do efeito citopatico e consequentemente da ocorréncia ou nio de neutralizacio. Foram utilizados os
soros hiperimunes produzidos em coelhos a partir das amostras virais A, B, C, G6, B7, AC e AF e o
soro GBV-8 produzido em galinhas e fornecido pelo BIO-VET.

3.7 Inoculaciio experimental de mistura de Reovirus e IBDV em
RK-13 e em CER

As amostras S1133 de reovirus (10’ DICCsosou) € GBV (10%7 DICCsgsou) foram

misturadas em partes iguais (R+G = RG) e inoculadas em células RK-13. Controles positivos foi feito
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pela inoculagio separada da amostra de reovirus e da amostra GBV nestas mesmas células, bem como,
controle negativo com células ndo inoculadas. Foram realizadas duas passagens, com monitoramento
do ECP por meio de microscopio invertido e em seguida, as amostras foram processadas e distribuidas
em aliquotas para a detecgdo de acido nucléico ou inoculagio em células CER para a eventual

verificagdo ou nio do ECP.

3.8. Eletroforese em gel de Poliacrilamida

A eletroforese foi feita segundo técnica de Laemmli (1970), com algumas modificages.

3.8.1. Extracao do acido nucleico

A extragdo do acido nucleico foi realizada a partir de culturas celulares infectadas (amostray
vacinais e dos grupos 1, 2, 3, € 4) ou de bursa de aves suspeitas dos grupos S e 6 (preparadas de acorde
com o item 3.3.1). Esta técnica foi empregada conforme o descrito por Herrings e? al. (1982);‘ com
algumas modificagdes. Em microtubos contendo 400uL das suspensdes virais, foram adicionados
100uL de uma solugio de dodecilsulfato de sddio (SDS) a 10% e incubou-se em banho-maria a 37° C
por 30 min. A seguir foi adicionado em cada microtubo, 250uL de reagente TRIzol® (Gibco-BRL) e
250uL de cloroformio. Esta mistura permaneceu & temperatura ambiente por 15 min., agitada em
intervalos 5 min., € em seguida foi centrifugada a 13.520 x g por 10 min. A fase aquosa resultante foi
coletada e transferida para novos microtubos contendo 50uL de uma solugdio de NaCl a 20% e em
seguida foi adicionado 1,0 mL de etanol gelado a cada tubo, homogeneizando-se. Este material foi
mantido a —20° C, por uma noite, e depois centrifugado a 14000 x g por 20 min. Os sobrenadantes
foram desprezados e os microtubos invertidos sobre papel de filtro para secagem total. Os sedimentos

foram ressuspensos em 40uL de uma solugdo dissociadora contendo SDS 10%, Tris/HCI a pH 6.8,
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mercaptoetanol, glicenina e azul de bromofenol (Laemmli, 1970) e incubados a 37° C por 30 min. em
banho-maria. Esta mistura permanece viavel por até 1 semana em geladeira.

3.8.2. Preparo do gel e corrida eletroforética

Apo6s montagem e fixagdo de duas placas de vidro de 14,5 x 16,5cm com os respectivos
espacadores, para obtengdo de um gel de 1 mm de espessura, e vedagdo das mesmas com agar 2%, foi
adicionado o gel separador de acrilamida-bisacrilamida 7,5%. Apds a polimerizagdo, o gel
concentrador a 3,5% foi adicionado e imediatamente colocado um pente para formagdo posterior dos
espacos, onde serdo adicionadas as amostras (Pereira, et al., 1983).

Apds a polimerizagdo deste segundo gel, as placas foram fixadas na cuba para a corrida
eletroforética e vedado o contacto das placas com esta cuba com agar 2%. O tampio de corrida, Tris
0,025 M/Glicina 0,192 M pH 8,3, foi adicionado e o pente retirado cuidadosamente para obtencdo das
15 canaletas. As amostras (40uL) foram aplicadas com a ajuda de uma microseringa ou micropipeta. O
RNA do Reovirus S1133 e amostras vacinais de IBDV foram incluidos em todas corridas
eletroforéticas como controle e padrdo. Nas canaletas onde as amostras virais nio foram aplicadas,
foram adicionados 40uL da solugio dissociadora.

A corrida eletroforética foi feita em corrente de 10 mA durante 18 a 23 horas a 4°C.

3.8.3. Coloracao do gel

A coloragdo do gel foi feita com nitrato de prata segundo método de Herrings et al. (1982) com
algumas modificagdes. Apds o término da corrida, o gel foi transferido da placa para um recipiente
onde se realizaram todos os passos da coloragdo, sem contato manual e com agitagdes periddicas.
Primeiro, o gel foi lavado trés vezes com agua destilada depois foi fixado por 30 min, em 200 mL de

uma solugdo contendo 10% de etanol e 0,5% de acido acético. Esta solugdo foi retirada, o gel foi
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novamente lavado e em seguida foi adicionada 200 mL de uma solug&o de nitrato de prata 0,011 M, por
30 min. Esta solugdo também foi retirada e o gel lavado como anteriormente. Depois, foi colocado 250
mL de solugdo reveladora, contendo NaOH 0,75 M e formaldeido 0,25 M. Quando do aparecimento
dos segmentos de RNA, esta soluggo foi retirada, o gel lavado e foi adicionado 200 mL de uma solugdo
de 4cido acético a 5% para interromper a reagdo. A solugio de 4cido acético foi retirada e uma solugdo
de etanol a 10% foi adicionada para conservac¢do do gel.

3.8.4. Preservacio do gel

Para preservagdo do gel, o mesmo pode ser seco pelo método descrito por Juang et al. (1984).
Apoés a coloragdo, o gel foi lavado e uma solugio contendo metanol 65% e glicerol a 0,5% foi
adicionada permanecendo de 3 a 4 h até que o gel atinja 3/4 do seu tamanho. Duas folhas de papel
celofane foram molhadas nesta solu¢do. Uma placa de vidro foi envolta por uma das folhas de celofane,
dobrando-se as bordas laterais desta por baixo da placa, evitando bolhas de ar ou rugas. A seguir, o gel
foi colocado sobre o celofane na placa e com a outra folha, cobriu-se o gel retirando-se qualquer bolha
de ar e envolvendo-o na placa como o procedimento anterior. O gel foi seco em estufa a 37° C de um

dia para o outro.
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4. RESULTADOS

4.1 Identificacdo das amostras pela detec¢io do RNA viral

O resultado das amostras submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) para
detecc@o dos dois segmentos do RNA viral do IBDV mostrou que o primeiro segmento apresenta peso
molecular de 2,5 x 10° ¢ est4 situado no primeiro grupo de trés bandas do reovirus S1133 e o segundo
de PM de 2,2 x 10° entre o primeiro e segundo grupo das bandas presentes no reovirus e estdo
sumarizados nas figuras 1 e 2. Do total de 43 amostras de campo testadas, 40 % das amostras foram
identificadas como IBDV e subdivididas em positivas (Tabela 7) e as negativas (Tabela 5 e 6) por ndo
terem sido identificadas como IBDV (60% do total). Do grupo das negativas, 54% causaram ECP em
FEG e destas, em 28,6% fo1 identificado os segmentos correspondentes ao RNA de reovirus. As demais
ndo foram identificadas pela PAGE. As amostras do grupo 5 e 6, onde a identificagio do IBDV foi feita
diretamente a partir dos macerados da BF (item 3.8.1) e constituem 37% do total, em 40% foi detectado
o genoma do IBDV e em 6,2% o do reovirus. Das amostras oriundas de MCA (63% do total) em 40%

foi detectado o genoma do IBDV e em 14,3 % o do reovirus.
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Figura 1: Eletroforese em gel de poliacrilamida de amostras provenientes de suspensdes de

culturas celulares primarias infectadas Linha: 1. Reovirus S1133;2. B7:4,5,6,7.8,9, 10, 11, 12 ¢ 15 amostras identificadas como
IBDV e que causaram ECP em FEG; 3, 13 e |4 controles de células ndo inoculadas.

Figura 2: Eletroforese em gel de poliacrilamida de amostras provenientes de macerados da bursa

de Fabricio. Linhas: 5. Reovirus S1133; 4. B7; 1 2 e 3. amostras de campo identificadas como IBDV proveniente de extragio do RNA viral a partir
de macerados da bursa.
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4.2 Propagacio das suspensdes virais em ovos embrionados

As amostras positivas para IBDV que foram propagadas em ovos embrionados estdo
relacionadas na Tabela 1 e as amostras que foram identificadas como Reovirus na Tabela 2. As
amostras que ndo tiveram uma identificacio definida nio foram relacionadas nestas Tabelas.

A Tabela 1 mostra que entre 3 a 5 dias apos a inocula¢do das 17 amostras inoculadas em ovos
embrionados, cerca de 20% ndo apresentaram mortalidade, 40% pouca (menos de 20% dos ovos
mortos/amostra) e outros 40% apresentaram alta mortalidade (mais de 40% de ovos mortos/amostra).
No grupo onde a mortalidade foi maior, pelo menos em um embrido analisado, foi observado lesdes no
figado com aspecto de nés moscada (mosqueado). No periodo restante, isto € de 6 dpi em diante, ndo
ocorreu mortalidade em 44% das amostras (dados ndo mostrados). As lesdes mais freqiientes foram
figado com aspecto mosqueado, rim de tamanho aumentado e coragdo palido, respectivamente em
56%, 69% e 75% das amostras estudadas.

As amostras identificadas como reovirus ndo produziram mortalidade nos ovos de embrido de
galinha no periodo de 3 a 5 dias pos-inoculagdo. A mortalidade ocorreu somente entre 6 a 8 dias pi, e
foi baixa na amostra G e alta na AP (proveniente de suspensGes de macerados da bursa). Em metade
das amostras ndo ocorreu mortalidade e as lesdes no figado (figado esverdeado e mosqueado)
ocorreram com todas as amostras, em pelo menos um embrido inoculado, sendo que as lesdes mais

severas foram observadas na amostra AP.



Tabela 1: Mortalidade entre 3 a 5 dias apés inoculacio e padrio de lesdo da

ultima passagem em ovos embrionados de amostras identificadas como IBDV

Cod. Passagem M Figado | Fig. mos- | Espleno Rim Rim Coragiio
em Congesto |  queado megalia aumen congesto Pilido

MCA tado

AA 3 2/8 * 172 172

AB 1 5/6 1/5 1/5 4/5 1/5 1/5

AC 5 0/8

AF 3 1/9 1/1 1/1

BA 3 57 1/5 3/5 3/5

BF 1 3/6 2/3 1/3 1/3 1/3 1/3 2/3

AD 5 0/8

AE 3 1/8 1/1 1/1

AG 2 1/7 1/1 1/1 1/1

AH 2 1/8 171 1/1

Al 4 0/10

Al 2 1/6 1/1 1/1 171

AK 4 1/9

BH 2 2/4 12 2/2 172

BJ 2 3/5 1/3 1/3

BO 2 2/5 2/2 172 172

BN 2 2/3 172 172

* nos espagos vazios caracterizam-se por auséncia de lesdes nos ovos embrionados

Tabela 2: Mortalidade entre 6 a 8 dias apos inoculagio e padrio de lesdes encontradas
na ultima passagem em ovos embrionados das amostras identificadas como Reovirus

Cod. Passagem M Hepato Fig. Fig. Figado | Espleno Bago Rim Rim Rim Cor.
em megalia Cong. esver. mosquea | megalia palido aumen Cong esVver. Pal.
MCA -do tado

E >2 | 0/9S | 3/9 * 4/9 3/9 3/9

G >] 1/6 1/5 3/5

H >1 0/6S 1/6 1/6 1/6 1/6 3/6 1/6

AP 5 5/9 1/9 3/9 2/9 7/9 4/9 7/9 3/9 1/9 6/9
S= ovos embrionados sacrificados; * espagos vazios=auséncia de lesdes
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4.2. Propagacao de virus em diferentes cultivos celulares

4.2.1- Propagacio de amostras vacinais

A Tabela 3 mostra os resultados da suscetibilidade das linhagens celulares FEG, CER e RK-13
a amostras vacinais de IBDV, e caracteriza o tipo de ECP observado na cultura primaria e nas
linhagens continuas. Pode-se observar que das 10 vacinas utilizadas a cultura primaria foi suscetivel em
100%, as células RK-13 em 80% e as células CER em 10% das amostras vacinais.

O efeito citopatico nas culturas primarias se caracterizou por granulagio, arredondamento e
retragdo celular, seguido do aparecimento de espagos vazios na monocamada. Nas células CER o ECP
foi caracterizado por arredondamento celular, sem retra¢do celular. Nas células RK-13, todas amostras
exibiram efeito citopatico semelhante ao observado em FEG. Como mostra na figura 3, as células RK-
13 inoculadas com a amostra A apds 96 h, apresentam-se picnéticas (seta) com espagos vazios na
monocamada.

A Tabela 4 apresenta resultados da suscetibilidade das diferentes linhagens celulares infectadas
com as amostras vacinais A, B, C, D. As linhagens celulares mostraram diferentes graus de
suscetibilidade frente a diferentes amostras vacinais, mas todas foram suscetiveis a pelo menos uma das
amostras vacinais. As linhagens RK-13 e Vero apresentaram comportamento semelhante ao observado
com a FEG com todas as amostras; a D-10 mostrou-se suscetivel as amostras C e D; a CER a amostra
D e a SK-6 as amostras A e B.

A analise estatistica pelo teste t de student mostra diferenga entre as células RK-13 e Vero
somente quanto a intensidade maxima (IM) do aparecimento do ECP, a 95% de confianga para
compara¢do unilateral. Quanto ao aparecimento do efeito citopatico este se iniciou entre 24 e 48 h

atingindo o seu méaximo apos 96 h de inoculagdo, fato este verificado em todas as culturas celulares.
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Tabela 3: Resultado da inoculacdo de diferentes amostras de vacinas comerciais de IBDV em
FEG e nas linhagens celulares CER e RK-13

FEG CER RK-13
Numero de Intensidade Tipo do Nuamero de Intensidade Tipo do Nitmero de Intensidade Tipo do
Vacinas pass. em max. do efeito pass. em max. do efeito pass. em max. do efeito
FEG ECP citopatico CER ECP citopatico RK13 ECP citopatico
A 3 ++ DEG* 5 -° 5 ++ DEG
B 3 ++ DEG 6 - 3 +++ DEG
C 2  ERRA DEG 6 - 3 + DEG
D 2 ++ DEG 4 - DEG 1 + DEG
GBV 1 -+ DEG 5 - 2 +++ DEG
G6 1 -+ DEG 5 - 1 ++ DEG
B7 1 ++ DEG 5 - 4 + DEG
B2 1 - DEG 5 - 1 A+ DEG
BP 1 -+ DEG 5 - 6 -
G2 2 - DEG 5 - 6 -

*Efeito citopatico +, ++, +++ ou ++++, corresponde, respectivamente, a 23, 50, 75 ou 100% das células destruidas;
®- ECP negativo

“DEG efeito citopatico degenerativo, caracterizado por retragio, arredondamento e descolamento celular



Lt
Lt

Figura 3: Linhagem celular RK-13: (a) nio inoculada; (b) inoculada com a amostra A. As células
apés 72 horas de incubagdo a 37° C exibem efeito citopatico degenerativo caracterizado por

arredondamento e retraciio celular (setas). Aumento aproximado 100 vezes.
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Tabela 4: Suscetibilidade de diferentes linhagens celulares a amostras vacinais de IBDV

Amostra A amostra

B
Células NP+ IMxs HPIx*rx NP ™M HPI
FEG 3 % 48 3 — 18
RK-13 5 +++ 24 3 +++ 48
D-10 5 - 5 -
Vero 2 ++ 48 4 ++ 48
CER 5 - 5 -
SK-6 5 + 72 5 + 72

Amostra C amostra D
Células NP ™M HPI NP ™M HPI
FEG 2 ++++ 48 2 ++ 48
RK-13 3 ++ 48 1 ++ 48
D-10 1 ++ 48 1 ++ 48
Vero 4 ++ 48 4 + 72
CER 5 - 4 ++++ 24

SK-6 5 - 5

*Efeito citopatico com +, ++, +++ ou ++++, corresponde, respectivamente, a 25, 50, 75 ou 100% das células destruidas; -:
€cp negativo.

**NP: numero de passagens;

***IM: intensidade maxima do ECP;

***¥HPI: horas pos-inoculacdo em que se verifica o inicio do efeito citopatico.
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4.2.2- Propagaciao de amostras suspeitas de IBDV

Do total de 43 amostras de campo, 40% foram positivas para IBDV pela detecgio de RNA viral
como descrito no item 4.1. Das amostras positivas para IBDV, em 76,6% foi observado ECP tanto em
FEG como em RK-13 e nenhuma em CER. Dos restantes 60% de amostras negativas para IBDV (item
4.1), em 54% foi observado ECP em FEG. Destas, em 57% foi observado ECP em CER e 21% em
RK13, sendo que em 28,6% foi observado ECP caracteristico do reovirus tanto em FEG como em CER
e nenhum em RK-13.

Nas Tabelas 5, 6 e 7 estdo relacionados os resultados das inoculagdes das amostras de campo
suspeitas de IBDV e que causaram ECP em FEG. As Tabelas 5 e 6 apresentam os resultados obtidos
com as amostras suspeitas ¢ que ndo foram identificadas como IBDV nos testes de detecgdo do acido
nucléico viral por PAGE e nos testes de identificagiio sorolégica por VN. Na Tabela 5 mostra os
resultados das amostras propagadas em FEG, pode-se observar que 4 amostras mostraram ECP tipo
degenerativo e as restantes, algumas exibiram ECP misto ou caracterizados pela formagao de sincicios,
degeneracdo ¢ arredondamento das células, espagos vazios na monocamada e células gigantes
flutuando no meio sobrenadante. O ECP das amostras identificadas como reovirus e propagadas na
linhagem celular CER (Tabela 6) e denominado de SYN, foi semelhante ao observado em FEG. A
Figura 4 mostra o ECP nas células CER infectadas com a amostra S1133, que foi caracterizado pela
presenca de células arredondadas ao lado das células gigantes (setas). A amostra Q apresentou ECP
misto em células FEG, porém néo se detectou RNA de reovirus, quando esta amostra foi propagada em
CER exibindo ECP misto (SYN). A amostra AP até a 3* passagem ndo exibiu ECP caracteristico,

porém, nas suspensdes de células infectadas provenientes de passagens nesta linhagem, detectou-se o
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RNA de reovirus. Nas células CER a amostra AP apresentou ECP em poucas células caracterizado por
algumas c€lulas gigantes soltas no sobrenadante e o restante da monocamada semelhante ao controle,
entretanto suspensOes utilizadas para detecgdo de RNA viral confirmaram a presenca de reovirus. Para
todas as amostras que apresentaram ECP sincicial na CER nio foi observado ECP nas células RK-13.
Em apenas uma amostra que apresentou ECP tipo DEG em FEG (amostra T) apresentou ECP em
ambas as linhagens celulares CER e RK-13.

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos com as amostras suspeitas e que foram confirmadas
como IBDV nos testes de detecgdo do acido nucléico viral por PAGE e nos testes de identificacio
sorologica por VN. Todas as amostras que exibiram ECP em células FEG apresentaram ECP
caracteristico nas células RK-13 sendo que 7 exibiram efeito citopatico logo nas primeiras passagens

(AA, AC, AF, AH, Al, BA, BF).



Figura 4: Linhagem celular CER: (a) ndo inoculada; (b) inoculada com a amostra S1133. As
células, apés 5 dias de incubagiio a 37° C, exibem efeito citopatico caracterizado pela presenca de

células gigantes (setas). Aumento aproximado 160 vezes.
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Tabela S — Resultado das inoculacdes de amostras suspeitas que exibiram ECP em FEG e que ndo

foram identificadas por PAGE e VN como IBDV em FEG.

FEG
Cultivo | Numero | Inten- | Tipodo | Detecgdo | Virus
Amostra | emOE | depass. | sidade efeito | deRNA | neutraliza
emFEG | mixdo | citopatico de ¢io
ECP Reovirus
E 2 2 +++ | SYN** + NT
G 1 3 ++ SYN + NT
H 1 3 ++ SYN + NT
I 4 1 + SYN - NT
L 2 2 + SYN - NT
M 3 3 + SYN - NT
N 4 1 + SYN - NT
o 4 1 + SYN - NT
P 4 6 + DEG - NT
Q 3 3 ++ DEG - -
R 2 5 ++ SYN - -
T 1 7 ++ DEG - -
Y 1 7 + DEG - -
AP 5 6 + SYN + NT

*Efeito citopatico (ECP) negativo ; ECP com +, ++, +++ ou ++++, cotresponde, respectivamente, a 25, 50, 75 ou 100% das células destruidas;
**ECP degeneratigo: DEG; ECP sincicial ou misto: SYN;NT-nio testado; OE- cultivo em ovos embrionados
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Tabela 6 - Resultados das inoculacdes de amostras suspeitas que exibiram ECP em FEG e que

ndo foram identificadas por PAGE e VN como IBDV, nas linhagens celulares CER e RK-13.

CER RK-13
Amostra | Numero | Intensid. | Tipodo | Detecgio | Nimero | Intensid. | Tipo do
depdss. | . g0 | Cféito | deRNA | depass. | .| efeito
em CER citopético de Em citopatico
Ecp Reovirus | RK-13 Ecp
E 1 +H+ SYN + 7 -
G 1 +++ | SYN + 5 -
H 1 ++ SYN + 5 -
1 5 - NT 5 -
L 5 - NT 5 -
M 5 - NT 5 -
N 5 - NT 5 -
0 6 SYN NT 5 -
P 1 DEG NT 3 -
Q 5 - NT 3 ++ DEG
R 5 - NT 4 ++ DEG
T 1 ++++ DEG NT 1 + DEG
Y 1 ++ DEG NT 3 -
AP 4 + SYN + 3 -

*Efeito citopatico (ECP) negativo ; ECP com +, ++, +++ ou +++, corresponde, respectivamente, a 25, 50, 75 ou 100%
das células destruidas.
**ECP degeneratigo: DEG; ECP sincicial ou misto: SYN.
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Tabela 7: Resultados das inoculacées de amostras suspeitas de IBDV em FEG e na linhagem
celular RK-13 (amostras que causaram ECP em FEG e que foram identificadas por PAGE e VN
como IBDYV)

Intensidade Namero de Intensidade
Numero de Detecgio do Virus
Amostra Cultivo em OE max. do pass. em max. do
pass. em FEG RNAdoIBDV  neutralizagdo

ECP RK-13 ECP
AA 3 6 -+ + + 1 +
AB 1 2 ++ + + 6 ++
AC 5 4 +H++ + + 1 ++
AD 5 3 -+ + + 5 +
AE 3 3 -+ + + 4 ++
AF 3 3 ++ + + 2 ++
AG 2 4 ++ + + 6 ++
AH 2 5 -+ + + 2 +
Al 4 5 + + + 1 ++
Al 2 5 +H + + 3 -
AK 4 2 -+ + + 4 —+
BA 3 1 ++ + + 1 ++
BF 1 2 + + + 2 ++
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4.3- Suscetibilidade de diferentes linhagens celulares ao IBDV e Reovirus

Com a finalidade de avaliar a suscetibilidade de diferentes cultivos celulares ao reovirus e ao
IBDV, foram utilizadas duas amostras, S1133 ¢ GBV-8, respectivamente, que foram passadas trés
vezes em cada linhagem separadamente. Em seguida as suspensdes virais provenientes da terceira
passagem foram tituladas em cultura primaria de embrido de galinha e analisadas quanto & presenca de
RNA viral (Tabelas 8 e 9). Pode-se observar que a linhagem RK-13 foi a unica que apresentou ECP
somente para o IBDV enquanto que a CER e BHK-21 foram sensiveis somente ao reovirus (Tabela 9).
Além disso, as células RK-13 e a de FEG apresentaram altos titulos para o IBDV (6,9 e 6,7 logo
DICCsoo%, respectivamente). O reovirus produziu titulos semelhantes em células BHK-21 e em CER
(6,4 e 6,15 logio DICCsox%, respectivamente), porém um pouco menor do que o obtido em FEG (7,5
logio DICCsos,). As células BHK-21 apresentaram baixo rendimento viral para IBDV e nas células IB-
RS-2 e Vero baixo rendimento viral para reovirus sem manifestagio do ECP e nem detecgdo de RNA

viral.
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Tabela 8: Suscetibilidade de linhagens celulares e detecgio de RNA do IBDV (amostra GBV-8) e

reovirus (amostra S1133).

CULTURA IBDV(GBV-38) Reovirus S1133
CELULAR
ECP PAGE ECP PAGE
FEG + + + +
IB-RS-2 - - - -
RK-13 + + - -
Vero - - - -
BHK-21 - - + T

CER - - -+ -+




Tabela 9 : Titulo viral médio obtido em FEG das amostras de Reovirus e IBDV propagadas em

fibroblasto de embridio de galinha e em diferentes linhagens celulares.

Titulo do virus*
Sistema celular de propagacio

IBDV Reovirus
FEG 6.70 7.50
IB-RS-2 0 2.50
RK;; 6.90 0
Vero 0 1.12
BHK - 21 2.00 6.40
CER 0 6.15

a:Titulo viral de amostras provenientes de diferentes linhagens celulares, obtido em células FEG e expressos como log
DICCsq /50uL
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4.4. Titulacio Viral

Na Tabela 10 estdo relacionados os titulos virais obtidos em células de FEG ¢ na linhagem
celular RK-13. Pode-se notar que os titulos encontrados na célula FEG sio muito semelhantes,
variando de 10’ e 10° DICCso/S0uL, com excegdo das amostras AH que apresentou titulo de 10*
DICCso/50uL e das amostras B, GBV, AB e BA que apresentaram titulos de aproximadamente 10°
DICCso/SOpuL . Nas células RK-13 foram obtidos, em todas as amostras, titulos menores do que o0s
encontrados em FEG, variando de 10° a 10° DICCS50/50uL . Aplicando-se o teste t para duas amostras

em par para medias a diferenga entre FEG e RK-13 é significante ao nivel de 95% de confianga.



Tabela 10— Titulo médio em DICCso/50uL de amostras de IBDV

AMOSTRAS FEG RK-13
A 7.28 6,50
B 6,32 4,75
C 7,20 6,24

GBV 6,70 6,90
G6 7,32 4,66
B7 7,35 4,27
B2 7,03 NF
AC 7,50 4,50
AF 7,16 5,22
AA 7,28 3,66
AB 6,84 5,50
AD 7,88 5,33
AE 7,85 5,50
AG 7.64 5,75
AH 4,60 4,00
Al 8,30 5,50
AJ 7,56 5.24
AK 7,58 5,50
BA 6,43 491
BF 7,00 NF

NF- nio feito

45
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4.4 Ensaios de virus neutralizacido

Na Tabela 11 estdo representados os resultados dos titulos médios de anticorpos obtidos no teste
de VN realizados em células FEG com soros homologos e heterdlogos utilizando as 12 amostras de
campo identificadas como IBDV além das amostras vacinais. Pode-se observar que todas as amostras
sdo do sorotipo 1.

A analise estatistica utilizando-se o calculo do desvio padrio e intervalo de confianca ao nivel
de 0,05 de significincia, 5 amostras apresentam diferengas antigénicas maiores (AD, AF, AH, Al e Al)
para pelo menos 4 dos soros empregados. O soro obtido a partir da amostra G6 apresentou média e
intervalo de confianca que inclui os titulos obtidos com todas as amostras vacinais e de campo
analisadas.

Foram encontradas diferengas antigénicas em 10, 5, 7, 4 e 7 amostras virais frente aos soros A,
B, C, B7 e GBV, respectivamente, conforme representados pelas letras sobrescritas correspondentes
(Tabela 11). Estas diferencas foram obtidas através de analise estatistica pela verificacdo dos valores
dos titulos heterologos se eles estariam dentro dos intervalos de confianga dos soros homélogos a 95%

de confianga.
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Tabela 11: Média geométrica dos titulos médios obtidos no teste de VN realizados em FEG

\ A B C G6 B7 GBV
A 1100 263 53248 1621 256 3100
B 791 256 27080° 2346 426 2496
C 315 297 49152 3925 192 1937
G6 335 372 66355 2706 213 1225
B7 683 564 66000 2048 245 2204

GBV 668 184 49152 1800 320 3313
AA 202° 245 36181 1024 128 1792
AC 152° 256 43940 2730 155 9528
AD 164° 162° 15213¢ NF NF 7318
AE 240° 224 16384° 2048 128 6408

248° 70° 38353 1621 96"’ 6508
AG 96° 155° 20480° 2048 128 2340
AH 307 272 23347° 1024 64"’ 10248
Al 148° 72° 10240° 1024 32" 5768
AJ 96 60° 16588° 4096 128 3288
AK 288° 272 36864 1024 64" 1152
BA 683 213 13653° 1024 128 1536
BF 1024 256 32768 1535 256 1536

Os valores em negrito referem-se aos titulos homélogos, NF=nio feito; as letras a, b, ¢, b7 ¢ g referem-se aos valores significativos dos titulos heterélogos
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Na Tabela 12 estdo representados a comparagdo dos valores dos titulos médios obtidos na VN
em células RK-13 e FEG utilizando as seis amostras vacinais e mais duas amostras de campo, a partir
das quais, foram também preparados soros hiperimunes em coelhos para a realizagio dos ensaios (AC
¢ AF). Pela analise estatistica feita a partir dos dados obtidos na Tabela 12, pode-se verificar que ndo
existe diferenca significante entre as células RK-13 e FEG a 95% de confianga (P uni-caudal=0,1 l)e
que nos dois sistemas existe uma correlagio linear de 0,99.

Na Tabela 13 estdo representados os valores médios da relagdo antigénica obtidos a partir de
cada titulo no experimento de VN realizado em células FEG. Considerando valores abaixo ou igual &
0,39 como apresentando pouca relag@o antigénica entre si, pode-se observar que as amostras G6, AC e
AF sjo diferentes de A; AF é muito diferente de B; AC e AF sdo diferentes de GBV. Todas as amostras
apresentam relagdo antigénica com as amostras C e G6. Estes dados estio de acordo com os
encontrados na Tabela 11. A Tabela 14 apresenta a relagdo antigénica das amostras de IBDV utilizando
as células RK-13 para a execugdo dos experimentos de VN. Pode-se observar que AC ¢ diferente de A:

AF e GBV sio diferentes de B; AC e AF sio diferentes de GBV e todos sdo semelhantes a C e G6.
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Tabela 12: Comparacio da média dos titulos obtidos no teste de virus-neutralizacio realizados

Tabela 13: Relacdo antigénica entre as amostras virais obtidas em células FEG

em células RK-13 e FEG

FEG RK-13
A 1100 704
B 256 160
C 49152 46421
Go6 2706 416
B7 245 180
GBV 3313 768
AC 2048 3072
AF 1843 3072

— s| A B C G6 B7 | GBV | AC AF
A 1

B 0,76 1

C 0,70 | 081 1

G6 0,36 | 099 | 113 1

B7 1,02 | 096 | 084 | 087 1

GBV | 0,66 | 0,72 | 064 | 055 | 066 1

AC 028 | 053 | 080 | 074 | 040 | 033 1

AF 0,19 | 003 | 084 | 090 | 036 | 032 | 072 1




Tabela 14: Relaciio antigénica entre as amostras virais obtidas em células RK-13

Vs A B C G6 B7 GBV AC AF

A 1
B 0,61 1
C 0,42 0,52 1

G6 0,50 0,87 1,04 1

B7 0,85 0,92 0,60 0,72 1

GBV | 0,46 0,37 0,40 0,64 0,87 1

AC 0,26 0,50 0,60 0,70 0,47 0,35 1

AF 0,47 0,37 0,42 0,60 0,42 0,25 0,75 1
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4.5. Propagacio das amostras BA e BF em RK-13

Com o intuito de se verificar se suspensdes virais obtidas da bursa poderiam ser propagadas
diretamente na linhagem celular RK-13 para facilitar o arduo trabalho de adaptagdo das amostras,
foram feitos diferentes procedimentos utilizando-se diferentes sistemas in vitro para a propagagio
destas duas amostras como observado no fluxograma 1. Pode-se verificar que a amostra BA foi
propagada diretamente em células da linhagem RK-13 ap0s 4 passagens onde se observou ECP em
25% das células e também foi confirmada por PAGE como IBDV. Quando a amostra BA MCA3 foi
propagada diretamente na cultura RK-13, nio foi observado nenhum efeito até a 2° passagem, sendo

que a partir dai ndo foram realizadas mais passagens. A amostra BA MCAI1 (isto é amostra BA
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proveniente da primeira passagem em MCA) n3o apresentou ECP quando inoculada nas culturas
celulares FEG e RK-13 e nem foi detectado RNA viral no PAGE.

Quando se utilizou uma outra amostra, a BF, ocorreu o inverso, isto €, quando passada 3 vezes
em MCA e propagada em FEG até a 9" passagem ndo se observou ECP nem se detectou RNA no
PAGE, porém quando a MCAL1 foi passada em FEG, observou-se que o ECP ocorreu na 2° passagem e

em seguida na primeira passagem em RK-13 (PAGE e VN+).

Fluxograma 1: Passagem das amostras BA e BF a partir de macerados de bursas
in vivo e in vitro

BA BURSA
PAGE +
I
i T 1
MCA 3 Pass. FEG 4 Pass, RK-13
ECP + PAGE - ECP e PAGE +
{ L 1
MCA1 MCA3
PAGE -
I 1
l 1 I 1
5 pass. FEG: ECP - 1 [ 4 pass RK-13:ECP- | Wss.FEG ECP, VN e PAGE +| | 2 pass.RK-13: ECP e PAGE -
|
1 pass RK-13: ECP e PAGE+|
BF BURSA
PAGE +
I
I ]
MCAT MCA3

PAGE -
! I

J l I ]
| 2pass. FEG: ECP, VN & PAGE + | 2pass RK-13 ECP e PAGE - || 9pass FeG: P e PAGE - || 3passrictaEce - ]

[ 1pass. RK-13: ECP e PAGE +}
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4.6. Inoculacio experimental de amostras de Reovirus e IBDV em
RK-13 e em CER

Na Tabela 15 estdo esquematizadas as passagens de uma mistura intencional das suspensdes
virais do reovirus S1133 com a amostra GBV-8, e a Figura 5 revela os resultados da PAGE das
amostras de reovirus, IBDV e da mistura dos dois virus ¢ denominada de amostra RG. Esta mistura
apresentou ECP caracteristico de IBDV, isto ¢ efeito degenerativo, quando propagada em células RK-
13 na primeira e na segunda passagem realizada e ndo foi detectado nenhum tipo de RNA de virus
segmentado. Os controles contento células RK-13 infectadas somente com GBV exibiram ECP tipo
DEG e nas suspensdes também foi detectado o acido nucléico do IBDV, porém nos controles de células
infectadas somente com reovirus nio se verificou ECP nem RNA viral.

Na Tabela 16 estdo representados os resultados da infecgdo em células CER com a mistura RG
proveniente da 2* passagem em RK-13, podemos observar que ap6s 48 horas apés a inoculagdo nas
células CER, estas exibiram intensa vacuolizagdo levando & morte celular em poucas horas. Na segunda
passagem este efeito, bem como ECP, ndo foi verificado com as células exibindo morfologia igual as
células n3o inoculadas. O mesmo foi verificado nas células CER inoculadas com amostras de reovirus e

de GBV (2* passagem em células RK-13). Em nenhum dos preparados detectou-se RNA viral.
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Figura 5: PAGE das amostras de reovirus, GBV e mistura RG.Linhal: Reovirus $1133; linha 2: [BDV amostra GBY; linha

3: células RK-13 niio inoculadas; linha 4: mistura RG.



Tabela 15: Propagacio da mistura de reovirus e IBDV em células RK-13.

AMOSTRA Tipo do PAGE
ECP ECP IBDV REO
REOVIRUS - ausente - -
IBDV +++ DEG + -
RG R DEG - -

Tabela 16: Passagem da amostra-mistura RG nas células CER.

AMOSTRA ECP Tipo do PAGE
o, ECP
REOVIRUS - ausente -
IBDV - ausente -
RG - ausente -
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5. DISCUSSAO

A avicultura ¢ uma atividade que vem se desenvolvendo e se intensificando nos tGltimos 25
anos, posicionando o Brasil no cenério internacional como o segundo maior produtor de carne de
frango e um dos dez maiores produtores de ovos comerciais. No mercado interno, houve um aumento
concomitante da produgdo brasileira de carne de frango, de ovos comerciais € do consumo destes
produtos de origem aviaria € uma maior acessibilidade ao segmento da populag¢do de baixa renda. O
Estado de Sdo Paulo em setores da exploragdo avicola como produgdo de ovos, aves comerciais e
poedeiras, participa com 40% da produgdo e em outros setores como matrizes brancas alcanga 70%.

A criagdo intensiva de aves significa que grandes populagbes vivem em espagos confinados.
Nestas condigdes, a entrada de um patogeno virulento pode causar alta mortalidade e grandes perdas
econdmicas.

A possibilidade de isolar e cultivar os patogenos in vitro representa um dos maiores triunfos
para a sanidade animal. Até o momento, o cultivo de patogenos a partir de amostras de campo

permanece como pedra fundamental do laborat6rio clinico.

S.1-1dentificacdo das amostras pela detec¢io do acido nucléice viral

Autores tém relatado que a propagacdo do IBDV, fora do hospedeiro natural, ¢ dificil e
trabalhosa e por isso, € importante utilizar um método de alta especificidade com o intuito de
identificar o agente infeccioso a partir de materiais de campo (Lukert & Saif, 1997). Para isso, durante
o isolamento do virus, pode-se utilizar a técnica de detecgdo do acido nucléico viral pela PAGE. Esta

técnica € altamente especifica ¢ com boa sensibilidade, embora apresente sensibilidade mais baixa do



que o RT-PCR (Winiarczyk & Gradzki, 1999). Apesar disso a PAGE ainda hoje é amplamente
empregada para analise de fezes e outros tecidos infectados por rotavirus ou reovirus em diversas
espécies animais (Legrottaglie ef al., 1997; Gabbay et al., 1999; Lamirande et al., 1999; Ramos et al.,
2000).

A metodologia empregada para detec¢do de reovirus aviario, foi inicialmente utilizada para a
deteccdo do acido nucléico do IBDV, entretanto verificamos por varias vezes que a reprodutibilidade
na detecgdo RNA de controles como as amostras vacinais provenientes de culturas celulares infectadas,
ndo estava ocorrendo pois a extragdo ndo estava sendo sempre eficiente. Verificamos que a
metodologia empregada para identificar virus segmentados das fezes, o reovirus, tinha que ser
modificada principalmente na extracdo do RNA. Outros fatores também foram considerados como por
exemplo, rastro de fenol, perda de material, erros no processo de corrida eletroforética,. Modificacdes
na técnica de extragdo como por exemplo substitui¢do da solugdo de fenol-cloroférmio pelo TRIzol®,
adicdo de proteinase K na solu¢do de SDS aos materiais, antes da extragdo com fenol e aumento no
tempo e temperatura de incubagdo das amostras durante a liberacio do acido nucléico viral do
capsideo, aumentaram a eficiéncia de extragdo. Estes procedimentos minimizaram e melhoraram a
detecgdo do RNA do birnavirus.

Varias amostras de IBDV puderam ser detectadas diretamente do tecido infectado (figuras 1 e
2). Por outro lado, muitas vezes a detecgdo foi dificil em material oriundo de preparacdes de cultura
primaria ou de linhagem continua. Dificuldades semelhantes também foram verificadas por Becht
(1981). O autor relata que amostras provenientes de tecido como a bursa de Fabricius o RNA viral é

mais facilmente detectavel do que em materiais provenientes de culturas celulares. Este fato parece
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estar relacionado com a integridade da particula viral que é maior em cultura celular do que em tecido,
neste o virus perde em estabilidade.

A técnica de PAGE utilizada neste trabalho revelou-se extremamente ttil como ferramenta para
detec¢do do IBDV em material suspeito e serviu para acompanhar a presenca do virus durante a

propagac¢do nos diversos hospedeiros tanto in vivo como in vitro.

5.2- Propagacao in vivo

Quando amostras infectadas foram propagadas in vitro verificou-se diferenca entre aquelas
provenientes da bursa e as provenientes de passagens em MCA. Assim as amostras provenientes de
bursa apresentaram mais mortalidade nos ovos embrionados do que as j4 adaptadas em MCA. Este fato
pode estar correlacionado com atenuagdo onde as amostras propagadas em MCA apresentaram baixa
mortalidade. Autores relatam atenuagio do virus em MCA ou em saco vitelino relatando inclusive que
o virus pode sofrer modificagdo no que se refere a sua patogenicidade ou viruléncia quando propagadas
nestes sistemas (Yamaguchi et al., 1996).

Comportamento semelhante em relagdo a mortalidade em ovos embrionados, também ocorreu
com as amostras de reovirus, a amostra AP proveniente de bursa foi mais agressiva com mais
mortalidade e lesGes mais freqlientes do que as amostras passadas varias vezes em MCA cujo numero
de passagens € maior do que 3.

A mortalidade nos ovos embrionados observada nas amostras de reovirus ocorreu no periodo de
6 a 8 dias ao passo que isto ndo foi exclusivo nas amostras de IBDV. Pois neste caso foi verificada
mortalidade durante todo o periodo de incubagio, porém as amostras suspeitas de IBDV a mortalidade

foi mais freqiiente no periodo de 3 a 5 dias pi conforme relatado na literatura (Lukert & Saif, 1997).
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Segundo alguns autores o reovirus aviario se multiplica bem tanto em MCA como em saco vitelino. No
saco vitelino a mortalidade ocorre geralmente apés 3 a 5 dias pds-inoculagdo, porém em ovos
inoculados pela via MCA a mortalidade ocorre depois de 6 dias pi e as lesdes mais fregiientes sdo
hepatomegalia e esplenomegalia (Rosenberger & Olson, 1997).

Quando se analisam as lesGes encontradas nos ovos embrionados inoculados com as amostras
suspeitas, foi dificil associar o tipo de lesdo com o virus presente. Lesdes no figado ocorreram tanto em
amostras de reovirus como IBDV sendo algumas delas semelhantes para ambos os virus (como por
exemplo figado mosqueado) néo sendo possivel identificar uma caracteristica particular para o IBDV.
Por outro lado, as lesdes mais frequentes para o reovirus como hepatomegalia e esplenomegalia,
também foram relatadas por outros autores (Robertson, 1986; Rosenberger & Olson, 1997). As lestes
renais e alteragSes no coragdo também ocorreram tanto em amostras de reovirus como no IBDV

embora palidez no corag@o foi mais freqiiente no IBDV (47% das amostras) do que em reovirus (25%).

5.3- Propagacio in vitro

A maior parte das linhagens celulares utilizadas neste trabalho foi escolhida pela facilidade com
que poderiam ser obtidas e mantidas em laboratorios de rotina. As mais comuns sio as células, BHK-
21, RK-13, IB-RS-2 e Vero. Além disso, utilizou-se neste trabalho uma linhagem menos conhecida
mas cuja origem, de embrido de galinha, nos entusiasmou a usar, por ser uma cultura celular
permanente. Esta linhagem poderia ser mais promissora para propagar um virus de ave uma vez que é
dificil entender como pode ocorrer propaga¢do de um virus cuja versdo similar ndo foi relatada em
mamiferos (Becht, 1981; Kibenge & McKenna, 1992). Entretanto os resultados obtidos (Tabela 3) ndo
foram os esperados pois esta linhagem se mostrou pouco suscetivel com apenas uma amostra viral

capaz de causar efeito citopatico nas células CER. Provavelmente nesta linhagem, € necessario realizar
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mais do que cinco passagens para o aparecimento do ECP, como verificado anteriormente por Arns et
al., 1994. Embora Cardoso ef al. (2000), tenham conseguido propagar o IBDV nas células CER com
observagdo de ECP logo nas primeiras passagens, a amostra que os autores utilizaram estava adaptada
em ovos embrionados diferente das amostras vacinais utilizadas neste trabalho, que foram propagadas
apenas em culturas primarias de embrido de galinha.

A linhagem celular RK-13 por sua vez, mostrou-se suscetivel a quase todas as amostras vacinais
empregadas (tabela 3). Apenas duas amostras a G2 e BP ndo foi observado ECP em RK-13, apesar do
ECP ter sido observado em FEG. A origem das estirpes virais vacinais pode em parte explicar estas
diferencas encontradas no comportamento entre as células FEG e RK-13. Entretanto é muito dificil
obter informag3es suficientes sobre as caracteristicas dos virus empregados na produgdo das vacinas.
Kouwenhoven (1995), comenta que as vacinas D-78 e Bursine-2 (que receberam neste trabalho a
designacdo de amostra A e B2, respectivamente) sio conhecidas como intermediarias e as vacinas
228E e Bursine Plus (que receberam neste trabalho a designagio de amostra G2 e BP, respectivamente)
como estirpes de virus mais virulentos e com patogenicidade residual.

E interessante notar também que todas as linhagens celulares de mamiferos utilizadas neste
trabatho tenham se mostrado sensivel ao IBDV uma vez que virus da familia Birnaviridae nio ¢
encontrado em animais superiores (Kibenge ez al., 1988).

A suscetibilidade de linhagens celulares a um determinado virus pode nio corresponder ao que
ocorre in vivo (Fernandes & Simoni, 1995). Assim, virus que sdo especificos para uma espécie animal,

podem se replicar em linhagens celulares de outras espécies (Munford & Simoni, 1996).
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Neste trabalho verificou-se que todas as linhagens oriundas de mamiferos apresentaram
suscetibilidade para pelo menos uma das amostras de IBDV empregadas. Todas as células permitiram a
replicagdo viral com produgio de ECP.

A células Vero e RK-13 foram as que se mostraram mais sensiveis ao IBDV, fato este também
venficado por outros autores (Jackwood ez al., 1987, Petek ef al., 1973).

Na linhagem RK-13 todas as amostras de campo que causaram ECP em FEG também
provocaram ECP em RK-13 (tabela 4, 6 e 7). Por outro lado, as outras linhagens continuas nio
exibiram ECP em pelo menos uma das amostras vacinais estudadas (tabela 4 e 7). Além disso, o ECP
em RK-13, foi mais pronunciado do que nas células Vero e SK-6 e foi semelhante ao verificado na
FEG e nas células IB-RS-2. Esta ultima apresentou ECP logo nas primeiras passagens em duas das
amostras testadas e o tempo de aparecimento do ECP foi mais rapido do que na FEG, entretanto, as
amostras A e B no produziram ECP nestas células, até a quinta passagem.

Nas células Vero todas as amostras de IBDV utilizadas na tabela 4, produziram ECP
entretanto o tempo para o aparecimento do mesmo (HPI) foi maior do que na RK-13. Nas células SK-6
o HPI também foi maior, além disso, as amostras C e D ndo apresentaram ECP até a 5 passagem.

A analise estatistica utilizando o teste t de student mostra que ha diferenca significativa
entre as células RK-13 ¢ Vero quando comparamos a intensidade maxima (IM) do aparecimento do
ECP a 95% de confianga, para comparagéo unilateral e que o nimero de passagens (NP) para ocorrer o
aparecimento do ECP ou as horas (HPI) necessarias para o aparecimento do ECP ndo apresentaram
diferencas significativas entre as células RK-13 e Vero. Além disso ndo existe diferenca significativa

entre as células RK-13 ¢ FEG em todos os pardmetros, intensidade maxima (IM), nimero de passagens

(NP) e horas pés-inoculagido (HPI).
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As linhagens Vero e RK-13, portanto, mostraram efeito citopatico semelhante ao observado nas
células FEG porém, quando se comparou com as linhagens Vero e RK-13, esta tltima mostrou efeito
citopatico mais proeminente do que o observado com a Vero. Isto € importante em experimentos de
virus neutralizagdo onde o titulo do soro neutralizante é obtido através da visualizacdo do efeito
citopatico, se este € bem evidente os resultados serdo mais confiaveis.

As linhagens celulares de origem suina apresentaram suscetibilidade em somente 50% das
amostras testadas (Tabela 4). Além disso, as células SK-6 necessitaram de muitas passagens para o
aparecimento de efeito citopatico do que para a linhagem IB-RS-2 que foi necessario apenas uma ou
duas passagens para a observagdo do efeito citopatico e muito menos do que o nimero necessario de
passagens observadas também com a Vero e RK-13. Ndo se tem descrito na literatura relatos de
propagacdo do IBDV em células de origem suina.

Embora se sabe que técnicas moleculares como PCR e sequénciamento sio atualmente
empregadas para a caracterizagdo de um virus, ndo se pode deixar de lado as técnicas tradicionais
empregadas em trabalthos em virologia, principalmente as que utilizam culturas celulares, pois neste
caso se trabalha com o virus infeccioso além de que muitas informagdes podem ser obtidas quando
utilizamos as culturas celulares. Fato este verificado quando trabalhamos com as duas linhagens
celulares RK-13 e CER. Uma linhagem foi muito suscetivel ao IBDV enquanto outra foi muito

suscetivel ao reovirus.

S.4- Suscetibilidade de diferentes linhagens celulares ao IBDV e reovirus

Virias linhagens celulares foram comparadas quanto a suscetibilidade a duas amostras, uma de

reovirus (amostra S1133) e outra de IBDV (amostra GBV), com objetivo de estudar melhor qual
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cultura celular poderia ser escolhida para estabelecer um sistema virus célula ideal para a propagagéo
do IBDV. Para isto avaliou-se a observagdo de ECP correlacionando com a obtengdo de titulos virais e
deteccdo de RNA viral.

Assim o IBDV se replicou em células RK-13 e causou ECP evidente e semelhante ao observado
nas culturas primarias de embrido de galinha. Por outro lado as células BHK-21 nio apresentaram ECP
visivel, porém ocorreu alguma replicagio viral nestas células com pequena produgdo de titulo viral que
ndo foi suficiente para ser detectado no PAGE. Estes resultados aparentemente sdo diferentes dos
observados por Petek er al. (1973) com linhagem BHK-21 pois esta, ndo foi suscetivel ao IBDV. Os
autores utilizaram apenas a observagdo de efeito citopatico sem utilizar suspensdes virais provenientes
de passagens nas células BHK-21 para serem inoculadas em sistemas mais sensiveis com o objetivo de
detectar alguma replicagio viral como o realizado neste trabalho.

As células Vero, CER e IB-RS-2 n3o mostraram ECP nem titulo viral para a amostra GBV-8.
Alguns autores relatam a utilizagdo das células Vero para a propagagdo do IBDV e em experimentos de
virus neutralizagdo (Jackwwod et al., 1987; Giambrone , 1980). No entanto neste trabalho quando
utilizamos a amostra GBV-8 nas trés primeiras passagens esta amostra viral ndo foi eficiente
provavelmente seria necessaria muito mais passagens para adaptar esta amostra vacinal nas células
Vero. Isto ndo foi necessario nas células RK-13 por ser uma linhagem mais sensivel ao IBDV.

A linhagem RK-13 foi a unica que n3o se mostrou suscetivel ao reovirus, fato este também
relatado por Petek ef al. (1973). Este achado é bastante til quando do isolamento do virus a partir de
tecidos de bursa que possam estar infectados tanto com IBDV como com reovirus. Qutros autores
relatam a utilizagdo de culturas primarias para separar estes dois virus (Gelenczei & Lunger, 1970),

porém nao ha relatos utilizando linhagens celulares com este intuito.
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5.5- Titulacdo viral

A analise estatistica mostra que existe diferenca entre os titulos das amostras virais propagadas
em culturas primarias e as células RK-13. Isto significa que o rendimento viral na linhagem continua
RK-13 € menor do que o obtido em FEG. Este resultado limita a utilizagdo da linhagem continua RK-
13 principalmente para produgdo maciga de antigeno. Embora durante a realizagdo deste trabalho
inicialmente utilizamos uma linhagem RK-13 de outra origem, cedida pelo Instituto Desidério Finamor,
esta foi posteriormente substituida pela mesma linhagem, porém, proveniente da ATCC e que passou a
ser empregada durante toda a realizagdo dos experimentos. As células do Instituto Desidério Finamor
apresentaram rendimento viral igual ao obtido com as células FEG (dados nfio mostrados) ao passo que
as obtidas da ATCC foram menos suscetiveis. Diferengas na suscetibilidade de uma mesma linhagem
celular mantida em laboratorios diferentes tém sido relatadas por muitos autores, (Simoni & Fernandes,
1995; Kubrusly & Koseki, 1981; Takata et al, 1994). Assim, Simoni & Fernandes (1995) relataram
diferengas na suscetibilidade ao virus da doenga de Aujeszky em células Vero provenientes do Instituto
Adolfo Lutz com a fornecida pela ATCC; Kubrusly & Koseki (1981) em células BHK-21 inoculadas
com o virus da febre aftosa e Takata ez al. (1994) em células Vero inoculadas com o virus do sarampo.
Portanto, comportamento diferente das linhagens celulares a uma determinada infecgdo viral pode ser
decorrente de alteragdes genéticas e/ou ambientais as quais as culturas celulares estdo expostas (Clake

& Spier, 1980; Kubrusly & Koseki, 1981).

S.6- Ensaios de virus-neutralizacio

Os resultados obtidos nos experimentos de virus neutraliza¢do simples, indicam que as amostras

de campo apresentam variabilidade antigénica, sendo que os soros vacinais protegem em VArios graus
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contra os virus de campo. Além disso, foram encontradas diferengas antigénicas significativas com as
amostras suspeitas principalmente com o soro produzido a partir da amostra vacinal A. Esta é uma das
vacinas amplamente utilizada nos planteis para a imunizag3o tanto de frangos de corte como aves de
postura (Kouwenhoven, 1995), inclusive no esquema de vacinagdo empregado nas granjas onde foram
isoladas as amostras BA e BF. Neste caso, a utilizagdo das amostras vacinais A e B7 para a imunizagio
revelam a existéncia de uma forte correlagdo entre as amostras de campo, principalmente com a
amostra BF, e as vacinas.

A variabilidade antigénica inerente para este virus tem sido relatada por outros autores
(Jackwood & Saif, 1987, McNulty & Saif, 1988; Fahey, ef al., 1991;;Ismail & Saif, 1991; Schnitzler, et
al., 1993) variando em até 30% de protegio. Estes dados sugerem que no Brasil, nio foi até o
momento, encontrada amostra variante semelhantes aquelas encontradas nos Estados Unidos
(Jackwood & Saif, 1987) e nem identificada amostras do sorotipo 2. Por outro lado, as amostras (BO,
BH, BN e BJ) que foram obtidas recentemente neste trabalho e provenientes de frangos de corte, ndo
foram propagadas eficientemente in vitro tanto nas culturas primarias como nas células RK-13.
Provavelmente pode ter ocorrido uma mudanga nos virus presentes nas granjas levando ao
aparecimento de amostras dificeis de adaptacdo em linhagens celulares. Estas amostras provavelmente,
podem ser semelhantes aquelas descritas como altamente virulentas como as relatadas por Di Fabio et
al. (1999). Atualmente recomenda-se a utilizagio de amostras vacinais mais agressivas ou mais
virulentas, tais como as utilizadas no preparo da vacina 228E, para o controle das amostras altamente
virulentas (Preez, 1995), entretanto ¢ necessario aprofundar os conhecimentos sobre a real situacdo do

plantel nacional antes da introdugio de vacinas vivas que podem apresentar patogenicidade residual.
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Além disso, véarios autores relatam que as amostras altamente virulentas ndo apresentam
diferencas antigénicas suficientes para que vacinas classicas nfo sejam efetivas e que possam ser
detectadas no teste de virus-neutralizagdo, isto ¢, as vacinas comerciais disponiveis conferem protecéo
contra as amostras altamente virulentas (Van Den Berg et al., 1991; Tsukamoto ef al., 1995; Pitcoviski
etal., 1998).

Quando se compara a cultura celular FEG e a linhagem RK-13 durante os testes de virus-
neutralizagdo observa-se que a linhagem celular RK-13 ndo apresenta diferengas significativas nos
titulos dos soros homélogos obtidos com os das estirpes vacinais, sendo que existe uma correlagdo
linear de 0,99. Este coeficiente de correlagdo alto indica forte relagdo linear entre os titulos obtidos
usando FEG e aqueles obtidos usando RK-13. Neste caso, as células RK-13 podem ser substituidas
pelas células FEG.

Poucos sdo os relatos referentes ao estudo comparativo entre resultados de virus-
neutralizagdo envolvendo culturas primarias e linhagens permanentes. Jackwood et al. (1987) quando
estudaram a linhagem BGM-70 comparou resultados de virus-neutralizagio entre esta linhagem e a de
embrido de galinha, onde cita ndo ter encontrado diferengas entre os dois sistemas celulares, apesar de

ndo ter apresentado os valores dos titulos.

5.7- Propagacdo do IBDV de bursa em células RK-13

Segundo os resultados observados no fluxograma 1 de passagens dos macerados de bursa nos
dois sistemas (cultura primaria e RK-13), verifica-se que as células RK-13 se comportaram de modo
semelhante quando a amostra foi proveniente da BF. O mesmo nio foi observado quando o mesmo

virus foi propagado in vitro, isto €, foi necessario pelo menos uma passagem em cultura primaria de
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embrido de galinha para que a amostra viral (ver no fluxograma amostra BA bursa MCA3) pudesse ser
propagada em linhagem continua. Além disso na amostra BA bursa, quando o virus foi propagado na
MCA, foram necessarias trés passagens para que o mesmo pudesse ser recuperado. Por outro lado a
amostra BF bursa foi recuperada logo na primeira passagem sendo perdida na terceira passagem.
Provavelmente este fato seja decorrente de erros durante a inoculagio. N&o foram encontrados na
literatura relatos descrevendo estes eventos e sdo poucos os trabalhos que utilizam amostras de IBDV
isoladas diretamente dos tecidos infectados em linhagens continuas com visualizagio de efeito
citopatico (Hassan ez al., 1996). Ja Cardoso ef al. (2000) conseguiram propagar uma amostra vacinal
adaptada em ovos embrionados diretamente em células CER, entretanto os autores nio trabalharam
com amostras de campo.

Varios autores relatam que algumas amostras de IBDV ndo propagam em cultivo in vifro como
por exemplo em células FEG (Mc Ferran ez al., 1980), outras amostras antes de serem propagadas em
cultivo celular t€m de ser inoculadas varias vezes em galinhas. Este procedimento provavelmente ¢

feito com o intuito de melhorar o titulo viral.

5.8- Inoculacdo experimental de uma mistura de reovirus e IBDV em células RK-13
e em CER

Muitas vezes durante o isolamento de uma amostra viral nos tecidos suspeitos, estes podem
conter virus infecciosos diferentes, principalmente aqueles em que o 6rgdo-alvo é comum (Robertson
& Wilcox, 1986, Rosemberg & Olson, 1997). Existem relatos de que o reovirus, muitas vezes presente
em aves clinicamente sadias, pode agir em sinergismo, como por exemplo, com o virus da doenga de

Marek, o que pode levar & imunossupressdo das aves confundindo o agente etiologico (Robertson &
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Wilcox, 1986; Rosemberg & Olson, 1997). Por este motivo é de grande valia se ter em mdos um
sistema celular que possa ser utilizado para separar virus indesejaveis como é o caso do reovirus
quando se quer isolar IBDV. Uma vez que se usa normalmente para o isolamento de virus sem
envoltorio o cloroformio que elimina virus com envoltério lipidico, a preocupagio se volta para os
virus sem envoltorio como no caso do reovirus. Além disso, este virus se propaga muito bem em MCA
(Rosenberger & Olson, 1997; Lukert & Saif, 1997) porém ndo se sabe o que acontece quando os dois
estdo presentes durante a propagagao in vitro.

Neste trabalho, foi feito um estudo adicional misturando os dois virus (ver figura 5) e em
seguida essas mistura foi inoculada em células RK-13 que se mostrou ndo permissiva tanto para
amostras isoladas do reovirus como numa coinfec¢io. Assim, tanto o IBDV sozinho como na mistura
de IBDV e reovirus (RG) inoculados nas células RK-13 apresentaram ECP tipo DEG caracteristico de
IBDV (tabela 15), indicando que a replicagdo ocorreu de pelo menos um dos virus ou do IBDV ou do
reovirus. E de se supor que o ECP observado na mistura RG seja devido ao IBDV. Por outro lado, se a
inoculagdo dos dois virus na célula RK-13 de alguma forma levasse a replicacio do reovirus sem o
aparecimento de ECP quando esta amostra fosse propagada em uma cultura celular suscetivel, como
por exemplo a linhagem CER, o reovirus poderia ser detectado ou por ECP ou pela detecgio do RNA
viral. Entretanto em nenhuma das amostras, proveniente de passagens em RK-13 e inoculadas em CER,
exibiram ECP e nem foram detectadas pela PAGE (tabela 16), indicando a auséncia de replicagdo viral
inclusive da presenca de reovirus. Foram encontrados poucos trabalhos que relatam interacio entre dois
virus infectados numa mesma célula (Alonso er al., 1999). A maioria dos trabalhos sio sobre
coinfec¢do e interferéncia viral estes relatam dupla infecgo como em gastroenterites virais com

sorotipos diferentes de um mesmo virus, como por exemplo os reovirus e seus efeitos em rearranjos
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dos segmentos gendmicos (Keirstead & Kevin, 1998). Autores também descrevem sobre a interferéncia
viral que pode afetar o crescimento do virus inibindo ou favorecendo sua replicagdo (Marschall er al.,
1998, Alonso er al, 1999). Marschall e al., 1998 estudaram a domindncia de fenétipos durante
infecgdo persistente do virus C da influenza variante e selvagem. Alonso ef al., (1999) descreveram que
o virus da necrose pancreatica infecciosa interfere na multiplicagdo do virus da necrose hematopoiética
infecciosa em cultura celular BF-2. O virus da necrose pancredtica infecciosa ¢ um representante da
familia Birnaviridae que infecta os peixes, principalmente os salmonideos. Quando as células BF-2
foram inoculadas com o virus da necrose hematopoiética infecciosa ocorreu um decréscimo no titulo
infeccioso numa coinfecgdo, comparado com o obtido com o mesmo virus numa infecgio simples.
Provavelmente a coinfec¢do do IBDV com o reovirus pode ter provocado uma redugio da quantidade
do IBDV e por isto pode ndo ter sido detectado pela PAGE (tabela 15) apesar de ter sido observado

ECP.
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6. CONCLUSOES

¢ A técnica da PAGE revelou-se util para a detecgdo do IBDV a partir da bursa de Fabricius e
pode ser utilizada para monitorar a presenga do virus nos diferentes hospedeiros;

* Todas as linhagens provenientes de mamiferos foram sensiveis ao IBDV, inclusive as de origem
suina;

e Somente a linhagem RK-13 foi ndo foi suscetivel ao reovirus aviario sendo que todas as outras
linhagens foram suscetiveis ao reovirus;

* A linhagem RK-13 se comportou semelhante a cultura primaria de embrido de galinha quanto a
propagacdo do IBDV;

¢ A linhagem CER se comportou semelhante & cultura primaria de embrido de galinha quanto &
propagac¢ao do reovirus;

e Todas as amostras de campo isoladas sdo do sorotipo 1;

¢ Amostras de IBDV foram isoladas diretamente da bursa de Fabricius em células RK-13;

® As células RK-13 sdo refratarias a infecgdo com amostras de IBDV adaptadas em ovos
embrionados;

¢ O rendimento viral do IBDV observado em células RK-13 foi menor do que em FEG

¢ As células RK-13 podem substituir as culturas primarias para a realizacdo do teste de virus
neutralizagdo.

* As células RK-13 permitem a replicagdo apenas do IBDV em suspensdes virais mistas (reovirus

e IBDV).
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