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RESUMO

O Metapneumovirus Aviario (AMPYV), também denominado virus da rinotraqueite dos
perus (TRT), € um virus que acomete e causa infecgéo no trato aéreo superior das
galinhas e perus. Além da infeccdo respiratoria, em poedeiras e matrizes esta
associado com uma queda significativa na producéo de ovos. Em galinhas o virus
estd relacionado com a Sindrome da Cabeca Inchada (SCI), uma enfermidade
multifatorial, e por este motivo & importante o diagnostico diferencial. Testes
realizados com anticorpos monoclonais (Mabs) e técnicas moleculares sdo capazes
de detectar diferengas entre os subtipos do virus. Os métodos de diagnostico
incluem isolamento ou detec¢cdo da particula viral ou testes sorolégicos. O
isolamento das amostras virais SHS-BR-121 (subtipo A) e STG-SHS-1439 (subtipo
B) foi realizado em cultura de anel de traquéia, em fibroblasto de embrido de galinha
(FEG) e em células chicken embryo related (CER). A comparag¢do das médias dos
titulos obtidos para as duas amostras virais, em célula CER, apresentou diferenca
estatisticamente significativa (P=0,014) com p< 0,05. Neste projeto foi avaliada a
suscetibilidades de seis sistemas celulares (CER, Vero, BHK-21, HEp-2, MDBK e
ED) para a multiplicagdo das duas amostras virais (subtipos A e B). Destes sistemas
as células CER, Vero e BHK-21 demonstraram ser apropriadas para a replicacao
viral. Os titulos nestas células variaram de 10°° a 10”%mL DICCs , para o virus
SHS-BR-121, e 10°° a 10°%mL DICCs, para o virus STG-SHS-1439. As diferencas
entre as médias dos titulos nos diferentes sistemas celulares foi estatisticamente
significativa para a amostra SHS-BR-121 inoculada em CER em relagédo as células
Vero e BHK-21 (P= 0,01 e P=0,004, respectivamente) com p< 0,05. Para a amostra
STG-SHS-1439 nado houve diferenca estatistica significativa, com p<0,05. A curva da
cinética viral foi realizada para as duas amostras virais, em trés sistemas celulares,
CER, Vero e BHK-21, demonstrando estas diferengas. Foram produzidos anticorpos
monoclonais contra o0 AMPV isolado no Brasil, sendo obtidos cinco anticorpos
monoclonais para o antigeno viral através da fusdo celular que apresentaram os
isotipos 1gG1, 1IgG2a e 1gG2b quando da isotipagem. Dos cinco anticorpos

monoclonais, trés possuiam atividade neutralizante e quatro deles inibiram a fuséo in

Xi



vitro. No teste de soroneutralizagdo cruzada foram utilizadas trés amostras virais
para a analise, sendo elas SHS-Br-121, STG 854/88 e TRT-SHS-1439. Todos os
anticorpos monoclonais apresentaram resultado positivo em relagdo a amostra
homologa, sendo que trés apresentaram resultados positivos também para as
amostras heterologas. Os resultados confirmam que os dois anticorpos monoclonais
descritos podem ser utilizados com importante ferramenta nos estudos
epizootiolégicos e para o diagnodstico especifico dos subtipos na infecgédo pelo

Metapneumovirus Aviario.
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ABSTRACT

Avian Metapneumovirus (AMPV), also denominated virus of the rhinotracheitis
of the turkeys, it is a virus that attacks and it causes infection in the upper respiratory
tract of chickens and turkeys. Besides the respiratory infection, in breeders and layers is
associated with a significant fall in the production of eggs. In chickens the virus is
related with the Swollen Head Syndrome (SHS), an illness multifactorial and for this
reason it is very important the differential diagnosis. Tests accomplished with
monoclonal antibodies (Mabs) and molecular techniques are capable to detect
differences among the subtypes of the virus. Methods for the diagnosis of AMPV
infections include detection or isolation of the virus itself, demonstration of a specific
antibody response to the virus. For the primary isolation of the two samples of AMPV,
SHS-BR-121 (subtype A) and STG-SHS-1439 (subtype B) was it accomplished in
chicken embryo tracheal organ culture (TOC), in chicken embryo fibroblast cell culture
(CEF) and was it accomplished in cell line chicken embryo related (CER). Done the
comparison of the averages of the titers obtain for the two strains, in cell line CER, did
present statistically significant difference (P=0,014) with p< 0,05. The growth of SHS-
121-BR and STG-SHS-1439 was evaluated in six different cell lines (CER, Vero, BHK-
21, HEp-2, MDBK and ED). CER, Vero and BHK-21 showed to be the most appropriate
for virus multiplication. The titers in these cells varied from 10>° to 10”%mL TCIDsy, for
the virus SHS-BR-121, and 10°° to 10°%/mL TCIDsy for the virus STG-SHS-1439. The
differences among the averages of the titers in the different cell lines was statistically
significant differences (P=0,01) with p<0,05 for the strain SHS-BR-121 in CER cell line.
One-step growth curves of the strains SHS-BR-121 and STG-SHS-1439 in CER, Vero
and BHK-21 showed that there was not statistically significant difference in the
infectious virus titers from 0 to 60 hours after infection. Five monoclonal antibodies were
obtained for the viral antigen through the cell fusion that showed the isotypes IgG1,
lgG2a and IgG2b, when of the characterization of Mabs. Three of them showed
neutralizing activity and four inhibited the fusion in vitro. These MAbs were used to
investigate antigenic relationship among three strains (SHS-BR-121, STG 854/88 and
TRT 1439/91) of aMPV subtypes A and B using cross-neutralization test. When the five
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hybridomas were analyzed showed result positive for the homologus virus. In relation to
two samples of heterologus AMPV three Mabs were positive to heterologus AMPV. The
results confirm that the two monoclonal antibodies described can be used as a valuable
tool in the epizootiological and serological studies, and also for the specific diagnosis of
the subtypes in the infection for Avian Metapneumovirus.
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1. Introducgao

O desenvolvimento da area avicola no Brasil, tanto na producéo de carne como
de ovos, tem sido muito grande nas duas ultimas décadas. Segundo o relatorio 2006 —
2007 da Uni&o Brasileira de Avicultura (UBA) atualmente o Brasil ocupa a posi¢céo de
maior exportador mundial, seguido dos Estados Unidos da América. Em 2007 o Brasil
exportou carne de frango para 142 paises, em um valor de US$ 4,975 bilhdes, 20% a
mais do que em 2006. O Brasil produziu em 2007 mais de 10 milhdes de toneladas de
carne de frango e 24,2 bilhdes de ovos. O consumo interno, tanto de carne de frango
como de ovos aumentou em relagéo a 2006. S&o consumidos aproximadamente 36,97

Kg de carne e 142,8 ovos per capita.

A América € responsavel por 48,8% da producgédo global de carne de frango,
sendo os Estados Unidos da América o maior produtor (16.162 milhdes de toneladas)
seguido pelo Brasil (9.336 milhdes de toneladas). No Brasil a Regido Sul tem uma
grande parcela na produgdo de carne de frango, com um alojamento de 55,86% de
matrizes. Em relacéo a producéo de ovos, a regido Sudeste, e particularmente o Estado
de Sao Paulo, sdo responsaveis pelo alojamento de 66,59% das poedeiras. Para 2008
existe a expectativa do abate de 4,32 bilhdes de aves, 0 que representaria um aumento

de 5,49% em relagé&o a 2007.

O desempenho do frango de corte deu a avicultura destaque ainda maior na

economia brasileira. Possibilitou que a populagédo consumisse um produto protéico de



alta qualidade, sanidade e baixo custo e, mediante as exportagbes, uma expressiva

receita cambial.

Um dos aspectos importantes para que a produgdo avicola do Brasil possa
crescer ainda mais € a manutencdo da sanidade dos plantéis. Diversas enfermidades
preocupam o setor e dentre estas podemos citar a Sindrome da Cabeca Inchada (SCI),
que esta associada a presenca do Metapneumovirus Aviario (AMPV). A SCI acomete
criacdes de galinhas e perus, e € responsavel por grandes perdas econémicas na

avicultura, estando disseminada praticamente por todo o mundo.

Os prejuizos econdmicos provocados pela SCI em galinhas séo relevantes. Em
frangos de corte a morbidade pode alcancar 100% e a mortalidade pode variar entre 1 a
5%, na auséncia de infecgdes secundarias e 20 a 30% na presenca de infecgbes
bacterianas secundarias (Pattison et al., 1989; Gough et al., 1994). Em matrizes e
poedeiras a doenga normalmente se manifesta no inicio do pico de postura, entre 24 a
52 semanas, com morbidade e mortalidade relativamente baixas, variando de 3 a 10%
e de 1 a 4%, respectivamente. A queda na produgao de ovos gira em torno de 1 a 10%,
durante duas a quatro semanas, e a mortalidade embrionaria entre 3 a 10% (O’Brien,

1985; Hafez & Lohren, 1990).

Os testes de diagnostico, como ELISA e Soroneutralizagéo, e o isolamento do
virus tem demonstrado a ampla distribuicdo mundial do virus. Atualmente, alem dos
metodos sorolégicos de diagnostico, as técnicas de biologia molecular também vém

ganhando importancia tanto na pesquisa como na classificagéo dos sorotipos do virus.



No Brasil o AMPV foi constatado em criagcbes comerciais desde 1992 utilizando
imunodiagnostico, e isolamento viral (Arns & Hafez, 1992; Arns & Hafez, 1995, Coswig,

1998).

Em vista dos problemas ocasionados pela SCI e pela atual situagdo do Brasil no
mercado avicola internacional, € necessario um levantamento mais amplo sobre a

importancia da doencga e os prejuizos por ela causados nas criagdes brasileiras.

1.1 Historico

O Metapneumovirus Aviario (AMPV) €& o agente causal da Rinotraqueite dos
Perus, em perus (Cook, 2000), e esta associado a Sindrome da Cabeca Inchada (SCI)
em frangos, estando disseminado praticamente no o mundo ocasionando perdas

consideraveis nestas criagdes (Gough, 2003; Cook & Cavanagh, 2002).

O primeiro relato da presenca do AMPV foi feito na década de 70 na Africa do
Sul em perus, e posteriormente em frangos de corte (Buys & Du Prez, 1980; Buys et al.,
1989a). O mesmo agente foi identificado alguns anos depois na Franga (Giraud, et al.
1986), posteriormente isolado no Reino Unido (McDougall & Cook, 1986; Jones et al.,
1991) e caracterizado como pneumovirus por Cavanagh & Barret (1988). O AMPV
disseminou-se mundialmente, acometendo aves também na Espanha, Israel, Italia,
Japdo, Holanda, Alemanha, México, Hungria, Bélgica, Chile, Brasil e recentemente

Estados Unidos. Os dados de isolamento do AMPV sao apresentados no Quadro 1.



Anticorpos contra o AMPV foram detectados na Africa do Sul (Morley & Thompson,
1984), Israel (Perelman, 1988), Franca (Drouin et al., 1985), Inglaterra (Wyeth et al.,
1987), Marrocos (El Houadfi, 1991) e México (Decanini, 1991), Brasil (Arns & Hafez,
1992) e Estados Unidos (Seal, 1998). A Austrdlia e o Canada, até o momento, parecem
nao apresentar casos de infecgcdo por AMPV (Bell & Gough 2003, 1990; Heckert &

Myers, 1993).

A situacéo da SCI no Brasil foi relatada por Arns & Hafez em 1992, através de
imunodiagnostico utilizando como ensaios a Soroneutralizagédo e ELISA indireto, e
demonstrou a prevaléncia de 65-70%. O isolamento do AMPYV foi realizado por Arns &
Hafez em 1995 a partir de matrizes infectadas provenientes dos Estados de Minas
Gerais e S&o Paulo. Posteriormente foi realizado um levantamento sorologico onde foram
detectados anticorpos para o AMPV em frangos de corte, matrizes e poedeiras, nas
regides Sul, Sudeste e Nordeste (Coswig, 1998), demonstrando deste modo sua ampla

distribuigéo no pais.



Quadro1: Isolamento do AMPV em diferentes Paises.

PAIiS AUTOR ANO
ESPANHA PAGES MANTE 1984
FRANCA PICAULT et al. 1987
AFRICA DO SUL BUYS et al. 1989
ALEMANHA HAFEZ & WEILAND 1990
REINO UNIDO JONES et al. 1991
TAIWAN LU et al. 1994
BRASIL ARNS & HAFEZ 1995
JAPAO TANAKA et al. 1995
USA SEAL 1998

1.2 Agente Etiologico

O Metapneumovirus Aviario pertence a familia Paramyxoviridae, sub familia
Pneumovirinae. A comparagdo do AMPV com outros virus do género Pneumovirus

como o Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV) e o Virus da Pneumonia dos



camundongos, demonstrou a existéncia de diferengcas importantes entre eles como a
nao codificacdo de duas proteinas ndo estruturais denominadas de NS1 e NS2,
presentes nos BRSV e no virus da Pneumonia dos Camundongos (Figura 1). Além
destas diferencas, ha baixa identidade entre os genes e proteinas codificadas pelo
AMPV e RSV, deste modo o primeiro também tem sido classificado no género
Metapneumovirus (Collins et al., 1996; Pringle, 1998; Lamb, 2000; Gonvidarajan &

Samal, 2004).

O AMPV, anteriormente classificado dentro do género Pneumovirus, foi
designado como um metapneumovirus por apresentar 0 genoma contendo oito genes
organizados em uma ordem diferente dos 10 genes dos pneumovirus de mamiferos. No
genoma dos pneumovirus os genes F e M2 situma-se entre os genes G e L, enquanto
que nos metapneumovirus se localizam entre os genes M e SH (Collins et al., 1996;
Pringle, 1998). O AMPV é o protétipo do género Metapneumovirus, onde foi também
classificado o recentemente identificado metapneumovirus humano (HMPV; Van den

Hoogen et al., 2001).
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Figura 1: Comparacéo dos genomas dos virus pertencentes aos géneros Pneumovirus
e Metapneumovirus. (Adaptado de Easton, 2002 e gentilmente cedido por Helena Lage

Ferreira).

Os virions s&o pleomoérficos, muitas vezes de forma esférica, podendo
apresentar longos filamentos. Apresentam didametro entre 100 a 200 nm, com variagdes
de 70 a 600 nm. O envelope viral, derivado da membrana celular, € coberto por
projecées que medem entre 7 a 19 nm (Figura 2). O nucleocapsideo € helicoidal com
didametro de 13 a 14 nm (Collins & Gough, 1988; Giraud et al., 1986, Picault et al., 1987,
Wyeth et al., 1986; Gough 2003, Cook, 1993). A morfologia do AMPV foi estudada
atraves da microscopia eletrénica de transmissdo por contrastacdo negativa (Wyeth et

al., 1986; Giraud et al., 1986; Gough & Collins, 1989).
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Figura 2: Estrutura do virus respiratério sincicial (Hall, 2001).

O AMPV apresenta uma densidade de 1,20 a 1,22 g/mL em gradiente de
sacarose (Collins & Gough,1988) e ndo apresenta atividade hemoaglutinante e
neuraminica, ndo aglutinando eritrocitos de aves ou de mamiferos. Quando o virus esta
adaptado em cultivos celulares apresenta como caracteristica a formacéao de sincicio,
com inclusdes intracitoplasmaticas. Este sincicio € caracterizado como um
arredondamento celular disseminado sobre o tapete, inicialmente em poucos lugares
até se apresentar por todo o tapete (Fenner, 1993). O virus é sensivel a solventes

lipidicos e é termolabel (McDougalll & Cook, 1986).

Sao virus RNA de fita simples, ndo segmentada de sentido negativo, com 15 a

16 Kb, contendo seis ou mais genes, que codificam oito polipeptideos estruturais, dos



quais dois sado glicosilados e trés proteinas nao estruturais. S&o codificadas a
nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), duas proteinas de matriz (M e M2), glicoproteina
de superficie (G), proteina de fusdo (F), pequena proteina hidrofébica (SH) e uma
proteina RNA polimerase dependente do RNA viral (L). A glicoproteina G é
responsavel pela adsor¢cdo do virus com a célula do hospedeiro enquanto que a
proteina F é responsavel pela fusédo com a célula alvo. As glicoproteinas F e G sao as
mais imunogénicas e por este motivo tem grande importéancia na caracterizagcao dos
subtipos e do antigeno vacinal. As proteinas N e F sdo essenciais para a replicagao do
virus e apresentam-se altamente conservadas entre os diferentes isolados de AMPV e
entre pneumovirus distintos (Collins & Gough, 1988; Ling & Pringle, 1988; Gough &

Collins, 1989; Fenner, 1993; Gough, 2003; Naylor et al., 2004).

Inicialmente o AMPV foi classificado sorologicamente com um unico sorotipo
com dois subtipos, denominados A e B. A comparagao entre varias cepas europeias
do virus da Rinotraqueite dos Perus por ELISA e SN sugeriu que, embora estas
fossem relacionadas entre si, existia uma grande diversidade entre as mesmas
(Cook et al., 1993). Dados posteriores foram obtidos de sete isolados diferentes de
virus da Rinotraqueite dos Perus de diferentes paises europeus. Esses isolados
mostraram-se antigenicamente relacionados, mas puderam ser separados em dois
grupos distintos (Collins et al., 1993). Dados obtidos por determinacdo da sequéncia
nucleotidica do gene G de cinco cepas diferentes de virus da Rinotraqueite dos
Perus de isolados obtidos em diferentes paises europeus em diferentes tempos
evidenciam os dois subtipos distintos (Easton & Juhasz, 1994). Estes subtipos

foram assim designados por Easton & Juhasz, 1994 em referéncia aos subtipos



encontrados para o Metapneumovirus humano (HMPV). Este agrupamento foi
confirmado com o reconhecimento das diferengas antigénicas através dos testes de
ELISA e virus neutralizagéo viral utilizando anticorpos monoclonais (Toquin et al.,

1996, Collins et al., 1993; Cook et al., 1993, Eterradossi et al., 1995).

Atualmente pertencem ao subtipo A os virus isolados no Reino Unido, Franca e
Africa do Sul antes de 1993 e o virus isolado no Brasil (D"Arce et al., 2005, Dani et al.,
1999, Hafez et al., 2000), enquanto que ao subtipo B pertencem os virus isolados no
continente europeu, atualmente encontrados no Reino Unido, Espanha, Hungria, Italia e

Franca (Bayon-Auboyer, et al., 2000).

A comparacgao preliminar das sequéncias de genes que codificam para a
proteina F e M demonstrou que o virus isolado nos EUA era diferente do tipo circulante
na Europa, indicando ser de um sorotipo diferente de A e B, denominado de C (Seal et
al., 2000; Cook & Cavanagh, 2002). Isolados do virus obtidos em meados da década de
1980 na Francga, apresentaram-se também geneticamente e antigenicamente diferentes
dos outros trés subtipos, deste modo vem sendo proposto um quarto subtipo

denominado de D (Bauyon-Auboyer, et al., 2000).

1.3 Patogenia e Sinais Clinicos

A via de entrada do Metapneumovirus Aviario € o trato respiratorio, sendo as

células ciliadas inicialmente infectadas pelo virus. De acordo com Jones et al, (1988) e
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Giraud et al. (1986) a replicacao viral ocorre no citoplasma das células epiteliais ciliadas
que revestem a mucosa dos condutos nasais, da laringe e da traquéia de perus,
galinhas e galinha d’Angola. Durante o processo de replicagcdo viral estas celulas
perdem a atividade ciliar, levando a uma maior susceptibilidade a infecgdes por outros
agentes, como por exemplo, o virus da Bronquite Infecciosa das Galinhas (VBI) ou

bactérias, como a Escherichia coli (Cook, 2000).

O virus replica-se no trato respiratério por um periodo de quatro a seis dias,
sendo que os sinais clinicos aparecem apoés este periodo (Jones et al.,, 1986). Alem da
replicacédo viral no trato respiratério, ocorre também no epitélio ciliado do trato
reprodutivo, o virus alcanga o oviduto atraves da corrente circulatoria depois da
replicacdo primaria no trato respiratério (Jones et al., 1988). Os sinais clinicos nas aves
ocorrem pelo dano provocado pela multiplicacdo do virus no epitélio ciliado, tanto na

traquéia como no trato reprodutivo (Williams et al., 1991).

A transmisséo ocorre de forma horizontal, por via aérea, através do contato de
aves doentes com sadias. A transmissao vertical ainda nao foi observada, embora a
passagem de anticorpos maternos para os pintinhos tenha sido descrita (Giraud et al.,
1986). Williams et al. (1991) demonstraram que o virus pode se disseminar de aves
inoculadas experimentalmente para aves suscetiveis, mantidas em contato, cinco dias
apos a inoculagdo. Aves silvestres migratorias podem transmitir o virus para aves

suscetiveis, sendo a provavel via de entrada do virus na Europa (Stuart, 1989).

Ambientes com baixa umidade, ma ventilagéo, calor intenso, poeira e clima seco,

favorecem a rapida disseminacédo da doenca entre as galinhas criadas em cama (cerca
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de 24 horas). No caso de aves criadas em gaiolas, em boxes ou galpdes separados, a
transmissao da doenca € relativamente lenta (cerca de 1 a 2 semanas) podendo

mesmo Nao ocorrer.

O AMPV parece ser capaz de infectar, principalmente, perus e galinhas de
diferentes idades. Perus jovens e matrizes pesadas, especialmente na primeira semana
de producéo, seguido de frangos de corte e poedeiras parecem ser mais suscetiveis a
infeccao pelo AMPV (Hafez, 1992). Esta enfermidade pode apresentar-se de forma
aguda ou subclinica, acometendo normalmente o trato respiratério superior,

principalmente os cornetos nasais e traquéia (Jones et al., 1988).

Nos casos de infec¢cdo aguda do trato respiratério, os sinais clinicos geralmente
sdo leves, mas a presenca de agentes bacterianos secundarios pode ser severa e até
fatal. A infeccdo com o virus em mortalidade de aproximadamente 3% dos casos, com
morbidade de até 90%. Frequentemente sdo observadas perdas de peso em perus e
queda de produgédo de ovos em galinhas (Jones et al., 1988; Shin et al., 2000). Existem
relatos da presenca do virus em outras espécies de aves como faisdes, galinhas

d’Angola, patos e avestruzes (Gough et al.,1988; Cook & Cavanagh, 2002).

Fatores que comprometem a habilidade de reparacao epitelial, que aumentem a
atividade secretéria ou que deprimam as defesas locais, como o stress, poeira,
concentracdo de gases ambientais, doengas intercorrentes respiratorias e
imunodepressoras contribuem para a instalagdo de agentes secundarios,
principalmente a Escherichia coli. Isto leva a um processo inflamatoério intenso,

principalmente nos condutos naso-lacrimais, onde se pode observar a presencga de
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secrecdo muco-catarral, lacrimejamento e blefarite. A persisténcia de colonizacéo
bacteriana leva ao acometimento do tecido subcutaneo da regidao submandibular, do
tecido 6sseo do cranio e ao final, das meninges, que é a fase que caracteriza a SCI

(Gough, 2003).

Em frangos de corte os sintomas iniciais sdo coriza nasal, conjuntivite e
aumento da glandula lacrimal. Apos 12 a 24 horas, observa-se edema periocular que
progride para a face, descendo para o tecido subcutdneo mandibular, com o
aparecimento de sinais respiratorios e sinusite (Morley & Thomson, 1984, Arns et al.,
2000). As perdas econdmicas em frangos de corte devido a SCI ficam em torno de 1 a
3% em condi¢des favoraveis e de 20 a 30% sob condi¢cdes adversas, isto é, quando
ocorrem complicagdes respiratorias ou infec¢des secundarias. Os principais agentes
bacterianos relacionados ao quadro de SCI s&o: Escherichia coli (E. coli), Haemophyllus
paragallinarum, Pasteurella haemolytica, Pasteurella multicocida, Bordetella avium,
Pseudomonas aeruginosa e Mycoplasmas (Cook et al., 1991). Em relagé&o o principal

agente relacionado € o virus da Bronquite Infecciosa (Tanaka et al., 1995).

Em matrizes e poedeiras a mortalidade fica em torno de 1 a 3%, porém ocorrem
perdas devido a queda de postura de 1 a 10% durante 2 a 3 semanas e aumento de
morte embrionaria em incubadoras em torno de 3 a 10% (Morley & Thomson, 1984;
O'Brien, 1985; Hafez & Lohren, 1990). Aves matrizes apresentam sinais neurologicos
caracterizados por torcicolo e movimentos repentinos da cabecga apos 72 horas (Morley
& Thomson, 1984). Nestas aves, a doenca afeta primariamente aves no pico da
postura, ou logo apos estas terem entrado em fase de producgdo. Os sintomas iniciais

incluem falhas respiratérias brandas, rinite e conjuntivite, seguidas de torcicolo e
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opistétono, edema uni ou bilateral facial que progride para toda a cabeca (Hafez &
Lohren, 1990; Arns et al., 1994). Estes sintomas s&o observados em poedeiras, onde
também se observa diminuicdo na qualidade dos ovos (Hafez, 1992) e reducdo na
producédo de ovos de 2 a 3% por 1 a 2 semanas (Hafez & Lohren, 1990; Bell &

Alexander, 1990).

A severidade dos sintomas, duracdo da doengca e mortalidade séao
extremamente variaveis e influenciados por fatores ambientais como: precarias
condicbes de manejo e higiene, alta densidade de aves, ventilagdo inadequada, alto

nivel de aménia e pelo tipo de infec¢ao bacteriana associada (Hafez, 1992).

1.4 Diagnostico

N&o existem sinais clinicos patognoménicos especificos da infecgdo por AMPV
em perus e galinhas. O quadro clinico pode se comportar de maneira variavel
dependendo das condicbes ambientais e infecgdes secundarias, deste modo é
fundamental efetuar o diagnostico através da utilizagéo de ensaios laboratoriais (Gough,

2003).

A confirmagéo da infecgdo por AMPV depende da demonstragédo do virus no
material coletado ou de anticorpos virus-especifico no soro. Em geral, o virus tem sido
muito mais dificil de ser isolado em frangos do que em perus e se tem sugerido que

este fato possa ser devido ao curto tempo de replicagdo do agente no tecido alvo, néo
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estando mais presente quando do aparecimento dos sinais clinicos mais evidentes
(Cook et al.,, 1991; Lu et al., 1994; Otsuki et al., 1996). O isolamento raramente é bem
sucedido em aves com sinais clinicos severos, provavelmente devido a infeccéo
secundaria geralmente presente neste momento (Gough, 2003). Quando ocorre o
isolamento do virus ndo se tem conseguido reproduzir os sinais caracteristicos de SCI
em galinhas infectadas experimentalmente, uma vez que as galinhas inoculadas
apresentam apenas sinais clinicos leves a moderados (Jones et al.,, 1988; Buys et al.,

1989b; Gough et al., 1994).

O diagnostico laboratorial do AMPV inclui o isolamento em cultivos primarios de
embrido de galinha e anéis de traqueia (Picault et al., 1987), inoculagdo em ovos
embrionados e em cultivos celulares, com em células CER (Chicken Embryo Related)
conforme Hafez, 1991. E possivel demonstrar a presenca do virus usando técnicas
imunoquimicas como a Imunofluorescéncia (IF), Imunoperoxidade (IP) ou ainda através
de técnicas moleculares, como a técnica de PCR (Cook & Cavanagh, 2002). As
particulas virais podem ser visualizadas atraves da microscopia eletrénica e a utilizagéo
da imunomarcacgéo permite efetuar a identificacdo do isolado (Collins & Gough, 1988;

O’Loan et al., 1992).

A deteccgéo dos anticorpos pode ser realizada através de diferentes técnicas de
imunodiagnostico. A utilizagdo de IF e IP foi citada por Baxter et al. em 1986, mas
atualmente os testes de diagnostico mais difundidos s&o Soroneutralizagcao (SN) e os
ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Os resultados obtidos pelas duas técnicas mostram
boa correlagcéo, sendo que o teste de ELISA apresenta uma sensibilidade um pouco

maior que o teste de SN (Picault et al., 1987; Cook et al., 1988; Hafez & Loehren, 1990;

15



Karaca et al, 1992). As tecnicas convencionais utilizadas no estudo da relacdo
antigénica entre isolados de diferentes paises detectam uma estreita similaridade entre
esses isolados. No entanto, estudos empregando testes de SN e ELISA cruzados com
soros policlonais e anticorpos monoclonais s&o capazes de detectar variagbes entre
estes isolados, sendo que o uso de anticorpos monoclonais permite uma diferenciacédo
mais precisa (Cook et al., 1988; Collins et al., 1993; Jones, 1995). O uso de anticorpos
monoclonais quer seja no teste de SN como nos ensaios imunoenzimaticos tem se
mostrado uma importante ferramenta em estudos epidemiolégicos, epizootiolégicos e
em diagnésticos especificos (Cook et al., 1993; Collins et al., 1993; Karaca et al., 1992;

Tanaka et al., 1996).

Para o desenvolvimento e padronizagéo de testes sorolégicos rapidos, eficazes
e especificos é indispensavel o uso de virus bem identificados e conhecidos. As
diferengas antigénicas entre as amostras podem ser detectadas somente através da
utilizagéo de anticorpos monoclonais (Collins et al., 1993). Os anticorpos monoclonais
tém sido empregados na detecgdo e caracterizagdo imunoquimica de diversos
componentes celulares, em testes diagndsticos como agentes carreadores de drogas

terapéuticas, entre outros usos (Milstein, 1980; Cook, et al., 1993; Tanaka et al., 1996).

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais permitiu a diferenciacdo de
subtipos de virus que anteriormente, com a utilizagdo de anticorpos policlonais, eram
agrupados em conjunto. No estudo de Collins et al. (1993) houve a inclusédo de
amostras de virus isoladas na Hungria, Italia e Espanha no grupo onde ja se
encontravam o0s Pneumovirus isolados na Inglaterra e Franga, auxiliando no

entendimento da disseminagao do virus na Europa.
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Em um experimento utilizando soros policlonais e monoclonais Cook et al (1993)
obtiveram a diferenciacdo antigénica entre os isolados de AMPV no teste de
neutralizagéo viral. O uso do soro policlonal indicou que poderia haver diferencas
antigénicas entre os isolados, o que foi confirmado somente quando do uso dos

anticorpos monoclonais.

O trabalho desenvolvido por Obi et al (1997) confirma que o desenvolvimento de
anticorpos monoclonais especificos para o AMPV isolado em cada pais possibilita a
andlise da antigenicidade do virus, facilitando o desenvolvimento de testes sorologicos
mais especificos. O uso dos anticorpos monoclonais, diferentemente do uso de
anticorpos policlonais, facilita estudos epidemiolégicos bem mais especificos para

identificagéo de amostras virais circulantes no pais.

A producdo de anticorpos monoclonais teve um avango muito importante
quando Kéhler & Milstein em 1975 descreveram uma técnica de hibridizacéo de células
de mieloma e de linfécitos B normais para produzir linhagens celulares continuas,
capazes de secretar anticorpos especificos, para o antigeno usado na imunizagédo do
doador dos linfécitos B. Os primeiros experimentos de fusdo foram mediados pelo virus
Sendai, e os hibridos foram selecionados pela sua capacidade de multiplicacdo em
meio seletivo de hipoxantina, aminopterina, timidina (HAT) e reatividade com o
antigeno. A formacao de tumores foi alcangada com estas linhagens celulares, quando
injetadas em camundongos e estes tumores passaram a ser conhecidos como
hibridomas. Posteriormente varias linhagens de mielomas de camundongos se
mostraram apropriadas para uso na fuséo celular, para obtencéo de hibridomas (Zola,

1995). O virus Sendai foi substituido pelo polietileno glicol (PEG) na etapa de fuséo
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celular. Ate hoje o procedimento basico de obtengdo de hibridomas, com algumas
modificagcbées, continua sendo aquele proposto por Kéhler & Milstein (1975). A
descoberta de que quantidades ilimitadas de anticorpos especificos reconhecendo
apenas um sitio antigénico poderiam ser selecionadas, e produzidas trouxe um grande

avancgo para a ciéncia.

A primeira etapa para a produgédo de anticorpos monoclonais € a imunizagao
dos camundongos. Os animais podem produzir anticorpos contra uma variedade de
estruturas moleculares, mas tem dificuldade de reconhecer moléculas muito pequenas
(haptenos), que devem ser conjugadas com alguma molécula carreadora para induzir
resposta imunolégica. Para a imunizacdo dos camundongos antigenos na forma
agregada sao mais imunogénicos que proteinas monomericas, e antigenos soluveis sé&o
considerados bons imunodgenos quando associados a um adjuvante, como por exemplo,

0 adjuvante completo de Freund (Bennet et al., 1992).

O proximo passo apoOs a imunizagdo é a escolha de um método de deteccao
adequado para selecionar os hibridomas secretores dos anticorpos desejados. A
utilizacdo de antigenos puros € imprescindivel para evitar que anticorpos produzidos
contra impurezas presentes no material de imunizagéo sejam revelados no teste de

deteccédo (Tanaka et al., 1996).

Para obtencdo de uma quantidade maior de anticorpos monoclonais uma das
tecnicas utilizadas em laboratorio de pesquisa é atraves da produgao de liquido ascitico
em animais injetando os hibridomas por via intraperitoneal (Tung et al., 1976). Apos

aproximadamente 10 dias depois da injecdo cada animal libera ao redor de 3 — 5 mL de
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liquido ascitico, contendo cerca de 10 a 40 mg/mL de anticorpo monoclonal. Este
procedimento, apesar de muito difundido, apresenta alguns inconvenientes como o
desconforto dos animais e o seu posterior sacrificio. Outra alternativa para o cultivo dos
hibridomas de interesse é o uso de frascos de cultivo celular, contendo meios de cultura
convencionais para células de mamiferos acrescidos de soro fetal bovino. Nesses
meios, os hibridomas secretam anticorpos monoclonais em quantidades que variam de

20 ug a 1,0 mg/mL de proteina de anticorpo (Harlow & Lane, 1988).

A escolha do tipo de ELISA empregado para a deteccdo dos anticorpos
monoclonais depende da natureza da amostra a ser analisada, da disponibilidade dos
reagentes e da precisédo e sensibilidade necessaria. Em muitas situagbes, néo é
imprescindivel ter uma medida exata da concentragdo da substancia de interesse, por
exemplo, na detecgdo de hibridomas secretores do anticorpo de interesse. Nestas
circunstancias pode ser suficiente uma resposta positiva ou negativa. Para outras
situagdes pode existir a necessidade de desenvolvimento de ensaios com alta preciséo

e sensibilidade (Kemmy, 1991; Collins et al., 1993).

A producédo de anticorpos monoclonais para o AMPV foi inicialmente realizada
por Cook et al. (1993). Neste estudo o grupo obteve anticorpos monoclonais especificos
para uma amostra de AMPV e demonstrou que estes eram capazes de neutralizar a
amostra de AMPV estudada. Os anticorpos monoclonais produzidos reconheciam a
proteina G na superficie do virus. Também realizaram o teste de neutralizagéo cruzada
com outras amostras de AMPV isoladas na Inglaterra, Franca e Africa do Sul,

demonstrando diferengas entre as amostras isoladas na Africa do Sul e amostras
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isoladas na Inglaterra em 1985 das amostras isoladas na Franga e amostras isoladas

na Inglaterra apos 1985.

No mesmo ano Collins et al. (1993) desenvolveram um teste de ELISA
utilizando soros policlonais e anticorpos monoclonais. Quando foram utilizados soros
policlonais nao foi possivel diferenciar sorotipos do AMPV, o que foi possivel quando da
utilizagdo dos anticorpos monoclonais. Os pesquisadores demonstraram que existia

diferenca antigénica entre os isolados da Franga e da Inglaterra.

O grupo de pesquisa de Tanaka et al. (1996) produziram anticorpos
monoclonais para as proteinas F4 (subunidade da proteina F) e M do virus evidenciando
que estes anticorpos monoclonais podem inibir a fusdo do virus a membrana da célula
do hospedeiro. Obi et al. (1997) utilizaram anticorpos monoclonais e soros policlonais
para diferenciar sorogrupos do virus da Rinotraqueite dos Perus. Com o uso dos
anticorpos monoclonais foi possivel diferenciar antigenicamente trés sorogrupos,
utilizando os testes de neutralizagéo viral. Os pesquisadores conseguiram demonstrar a
diferenca nas propriedades antigénicas da cepa isolada no Japéo daquelas isoladas na

Inglaterra.

Os estudos presentes na literatura empregando o uso de anticorpos
monoclonais na pesquisa e diagnostico do AMPV e outras doencgas causadas por
microorganismos, indicam que estes sao instrumentos especificos de identificagéo de
antigenos, demonstrando o seu alto potencial como reagente biolégico no estudo das

relagdes parasita-hospedeiro (Tanaka, 1996).
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1.5 Controle da infecgao

Uma vez que a infecgcdo por AMPV nado pode ser controlada através de
medicagdo, o uso de vacinas, atenuadas em aves jovens e inativadas em matrizes e
poedeiras antes do inicio da postura, tem sido muito recomendado (Jones, 1996).
Atualmente sao utilizadas comercialmente vacinas vivas e atenuadas para o AMPV. A
escolha do programa de vacinagcdo a ser aplicado depende do tipo de criagcéo

comercial, da espécie de ave e da presenga do agente na regiao.

Trabalhos recomendam a utilizagdo de manejo adequado, principalmente em
relagéo a ventilagdo, e uso de terapia antibacteriana no caso de manifestagdes mais
severas da enfermidade (Morley & Thomson, 1984; Kehra & Jones, 1999). Timms et al.
(1986) recomendam que os programas de vacinagdo nao devam ser aplicados
enquanto o lote esteja apresentando manifestagdes clinicas de SCI ou durante a fase
de recuperagdo. Stuart (1989) recomenda um controle da ventilagdo, densidade,
controle de higiene passos estes que podem reduzir os efeitos da infeccdo secundaria.
Hafez et al. (1993) demonstraram uma diminuicdo na mortalidade com o uso de
medicamentos a base de enrofloxacina, para o controle da infecgédo bacteriana

secundaria.

As vacinas inicialmente foram desenvolvidas para uso em perus, mas também
provaram ser benéficas no controle da infeccdo por AMPV em galinhas. Cook et al.
(1995) relataram que o uso de uma cepa atenuada do AMPV foi capaz de proteger aves

vacinadas, entre um e onze dias, contra o desafio com uma cepa patogénica ate trés
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semanas depois, sugerindo que a protecéo pode ser adquirida dentro de poucos dias
ap6s a vacinagdo. Sugerem que a cepa de AMPV atenuada ndo penetra no trato
respiratorio com a mesma intensidade do que uma cepa virulenta, causando um trauma
bem menor a nivel celular. No mesmo trabalho relataram que o aspecto negativo do
uso de uma vacina viva atenuada € que a cepa pode apresentar reversado patogeénica,

com as repetidas passagens em aves.

A aplicagdo de uma vacina viva em perus, matrizes e poedeiras protege bem as
aves contra as manifestacdes clinicas (Hafez, 1992). Em galinhas a aplicagédo de uma
vacina, de preferéncia com virus homdélogo, as 12 semanas, via “spray” ou inoculagéo
ocular e a revacinagdo com vacina inativada as 16 semanas (poedeiras) ou 20 semanas
(matrizes) protege bem estas aves, diminuindo a mortalidade, a queda na produgéo de
ovos e a suscetibilidade das aves as alteragdes ambientais. Um bom programa de
vacinagéo contra Bronquite Infecciosa (Bl), e talvez para E. coli, pode ser um auxilio na
resposta a vacinagdo contra AMPV. A vacinagéo de frangos de corte ndo tem sido tao
eficiente, principalmente porque algumas cepas de campo ou vacinais de Bl, em
determinadas circunstancias, inibem a multiplicagéo da cepa vacinal de AMPV no trato

respiratorio.

O uso de vacina atenuada em matrizes com uma semana, demonstrou que esta
nao protege as aves contra a infeccdo respiratéria, mas previne os problemas
reprodutivos. A combinagé&o de uma vacina viva na primovacinagéo, seguida da vacina
inativada desenvolveu uma boa protecéo contra os sinais respiratorios e contra a queda
de postura. A vacina viva sozinha nao tem protegido as aves contra 0s sinais

respiratérios (Cook et al., 1996).
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Atualmente no Brasil € preconizado o esquema de vacinagao para a prevengao
e controle do AMPV, sendo que ja existem vacinas produzidas a partir de amostras do

virus isolado no Brasil.
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2. Objetivos

Este trabalho teve por objetivos:

Estudar a suscetibilidade de diferentes sistemas celulares as amostras
virais de Metapneumovirus Aviario subtipo A e B, através da observacao

da cinética viral nestes sistemas celulares.

Padronizar a técnica de purificacédo do antigeno viral para utilizacdo na

producéo dos anticorpos monoclonais e teste de ELISA.

Produzir anticorpos monoclonais contra a amostra de Metapneumovirus

Aviario isolada no Brasil.

Avaliar as caracteristicas de testes de neutralizagao, inibicdo da fuséo e
soroneutralizacdo cruzada utilizando amostras heter6logas do

Metapneumovirus Aviario.
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3. Material e Métodos

3.1 Virus

Foi utilizada para trabalho experimental a amostra de AMPV denominada SHS-
BR-121, isolada de aves matrizes com SCI ap6s 16 passagens em células FEG,
previamente adaptada de cultura de anel de traquéia, proveniente do Laboratério de
Virologia, Departamento de Microbiologia, Instituto de Biologia, UNICAMP, Campinas
(SP), Brasil (Arns & Hafez, 1995). Esta amostra foi caracterizada como pertencente ao

subtipo A (Dani et al., 1999)

A amostra STG-SHS-1439, isolada de perus com sintomas de rinotraqueite no
Laboratorio Estadual de Stuttgart, Alemanha, apos 16 passagens em células CER

(Hafez, 1993).foi utilizada como amostra do subtipo B do AMPV.

O estoque inicial da amostra viral foi replicado e mantido armazenado congelado

a -70° C até o momento da sua utilizagao.

Para o teste de Soroneutralizagao Cruzada também foi utilizada a amostra TRT-
BR 169: isolada de perus com sintomas de rinotraqueite apos 14 passagens em células
CER, no Laboratério de Virologia, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto
de Biologia, UNICAMP, Campinas, sendo caracterizada como subtipo A (D’Arce et al.,

2005).
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3.2 Adaptacao das amostras de AMPV em diferentes sistemas celulares

3.2.1 Cultivo em érgéao - Cultivo em Anel de Traquéia

Para a realizacao dos cultivos de anel de traquéia foram utilizados embrides de
galinha SPF de 18-20 dias (Wilding et al., 1986). Os cortes dos anéis traqueais foram
feitos com a ajuda de um micrétomo, com espessura em torno de 1 mm, retirando-se
previamente a camada de gordura e o tecido conjuntivo que envolve a traquéia. Em
seguida, os anéis foram lavados 2 vezes com PBS pH 7.2 e cerca de 3 a 5 anéis foram
colocados em placas de 24 orificios contendo Meio Minimo Essencial Eagle (MMEE -

Cultilab) com 10% de soro fetal bovino (SFB — Cultilab) e 2% de antibidtico.

As amostras virais foram inoculadas em placas de 24 orificios contendo 5 anéis
por poco, e em seguida incubadas a 37°C durante 7 dias, sendo as leituras para a
constatacdo da perda da atividade ciliar (ciliostase) realizadas diariamente. Ap6s o
sétimo dia o sobrenadante era colhido e reinoculado em novos aneéis até a constatacéo

da ciliostase.

3.2.2 Cultura primaria de embriao de galinha

Foram utilizadas nos experimentos células de fibroblasto obtidas de ovos

26



embrionados de galinhas SPF, isentos de patdgenos, com 9 a 11 dias de incubacéo
provenientes do laboratério BIOVET. As culturas foram preparadas seguindo
metodologia usual (Baxter-Jones et al, 1989), com algumas modificagbes como descrito
a seguir. Préximo ao bico de Bunsen os ovos embrionados foram desinfetados em
solugdo de alcool 70° e abertos pela camara de ar. Retirou-se o embrido removendo
cabecas, asas e patas colocando o restante em placa de Petri com PBS (NaCl 8g; KCI
0,2 g; NapHPO4 12g; H20 2,9 g; KH,PO4 0,2g ,H20 deionizada g.s.p. 1000 mL, pH 7.2).
No fluxo laminar o embrido foi lavado duas vezes com PBS e a seguir foi picotado e
adicionado em frasco com PBS (e 10% de solugdo de tripsina (tripsina — EDTA),
aquecida a 37°C, mantendo em agitacdo durante 15 minutos. Posteriormente o
conteudo foi filtrado e adicionado MMEE com 10% de SFB. O filtrado foi centrifugado a
2000 rpm durante 10 minutos sendo o sobrenadante descartado e o sedimento

ressuspenso e homogeneizado.

Apos a homogeneizagdo do sedimento realizou-se a contagem celular e
distribuicdo das mesmas em garrafas de 25 cm? (Corning) com concentracéo inicial de
5x10° células/mL em MMEE acrescido de 10% SFB sem antibiéticos, durante 48 horas
a 37°C.

Foram realizados dois experimentos em células FEG. No primeiro deles, as duas
amostras virais, apos trés passagens em cultura de anel de traquéia, foram inoculadas
em FEG para a adaptacéo neste tipo de célula. No segundo experimento o material
original do isolamento da amostra SHS-BR-121, sem passagem por anel de traquéia, foi

inoculado em FEG para realizar o isolamento diretamente nesta célula.
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Monocamadas de células de FEG com 3 x 10° células/mL foram cultivadas
durante 24 horas a 37°C e infectadas com o material original colhido de matrizes com
sinais de SCI mantido congelado a -70°C. O meio de crescimento celular foi eliminado e
inoculado 100 DICCso/mL da amostra. Apés uma hora de adsorgdo viral a 37°C, o
inoculo foi eliminado, as monocamadas lavadas com MMEE sem soro fetal e em

seguida, adicionado 20 mL de MMEE sem soro fetal por garrafa.

As garrafas contendo as amostras virais adsorvidas foram incubadas a 37°C,
sendo as culturas observadas diariamente em microscépio de luz invertida (Axiovert
100, Carl Zeiss Oberkochen, Alemanha) até o aparecimento do ECP. As garrafas que
nao apresentavam efeito citopatico caracteristico foram congeladas cinco dias ap6s a

inoculacéo e reinoculadas em FEG.

Apbs o aparecimento do ECP, o conteudo das garrafas foi submetido a um ciclo
de congelamento (-70°C), descongelamento, centrifugacdo (centrifuga GSGR Bekman
Instruments) a 3.000 g por 10 minutos e o sobrenadante cuidadosamente retirado,

aliquotado, titulado e mantido a - 70°C até o momento de uso.

3.2.3 Linhagens celulares

Foram utilizadas cinco linhagens celulares continuas durante o estudo: CER
(Chicken embryo related cells) (D’Arce et al., 2005; Cardoso et al., 2000; Smith et al.,
1977); Vero (African green monkey kidney ATCC-CCL 81); MDBK (Madin-Darby bovine

kidney, ATCC CCL-22), BHK-21 (Baby hamster kidney cells, clone 21, ATCC-CCL 10),
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HEp-2 (Human laryngeal carcinoma ATCC —CCL 23) e ED (Equine dermis ATCC-CRL

6288).

3.2.3.1 Produgao das amostras virais SHS-BR-121 e STG-SHS-1439 em CER

Foram realizados dois experimentos em células CER. No primeiro deles, as duas
amostras virais, apos trés passagens em cultura de anel de traquéia, foram inoculadas
em CER para a adaptacgéo neste tipo de célula. No segundo experimento as amostras
virais foram adaptada em ceélulas CER apoés as passagens em celulas FEG, quando do
aparecimento do ECP caracteristico. O mesmo procedimento descrito acima foi

utilizado para a produgéo de antigeno em CER.

Monocamadas de células contendo 1,5x105 células/mL foram cultivadas durante
24 horas a 37°C e infectadas com as amostras virais SHS-BR-121 e STG-SHS-1439.
Para a amostra SHS-BR-121 foram realizadas 6 passagens cegas até a visualizagcéo
microscopica do ECP. O meio de crescimento celular foi eliminado e inoculados 100
DICCso/mL das amostras. Apés uma hora de adsorcdo viral a 37°C, o inéculo foi
eliminado, as monocamadas lavadas com MMEE sem soro fetal e em seguida,

adicionado 20 mL de MMEE sem soro fetal por garrafa.

As garrafas contendo as amostras virais adsorvidas foram incubadas a 37°C,
sendo as culturas observadas diariamente em microscépio de luz invertida até o

aparecimento do ECP.
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Apbs o aparecimento do efeito citopatico, o conteudo das garrafas foi submetido
a um ciclo de congelamento (-70°C), descongelamento, centrifugacdo (centrifuga
GSGR Bekman Instruments) a 3.000 g por 10 minutos e o sobrenadante

cuidadosamente retirado, aliquotado, titulado e mantido a - 70°C até o momento de uso.

3.2.3.2 Suscetibilidade dos sistemas celulares as amostras virais SHS-BR-

121 e STG-SHS-1439

Foi testada a suscetibilidade aos virus das seguintes celulas: Vero, MDBK, BHK-
21, HEp-2 e ED. Os estoques virais das amostras SHS-BR-121 e STG-SHS-1439 foram

produzidos e mantidos em CER.

Monocamadas de células contendo 1 a 3 x105 células/mL foram cultivadas
durante 24 horas a 37°C e infectadas com as amostras virais SHS-BR-121 e STG-
SHS-1439. Foram realizadas duas a cinco passagens de cada amostra viral nos
sistemas celulares, até o aparecimento de ECP. As células que n&o apresentaram ECP
foram congeladas e tituladas da mesma maneira. Em cada passagem foi realizado o

teste de Imunofluorescéncia Indireta para verificagéo da multiplicagéo viral.

As garrafas contendo as amostras virais adsorvidas foram incubadas a 37°C,
sendo as culturas observadas diariamente em microscépio de luz invertida até o
aparecimento do ECP. Posteriormente o conteudo das garrafas foi submetido a um ciclo

de congelamento (-70°C), descongelamento, centrifugacéo a 3.000 g por 10 minutos e o
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sobrenadante cuidadosamente retirado, aliquotado, titulado e mantido a - 70°C até o

momento de uso.

3.3 Cinética viral

As caracteristicas da multiplicagéo viral das amostras SHS-BR-121 e STG-SHS-
1439 foi realizada através de uma curva da cinética viral em células CER, Vero e BHK-
21. As garrafas foram inoculadas apés 24 horas de crescimento celular, com periodo de
adsorcado de 1 hora a 37° C, sendo o in6culo removido, acrescido de MEMM sem soro
fetal bovino e as garrafas incubadas por diferentes periodos (0, 6, 12, 18, 24, 30, 36,
42, 48, 52, 58 e 60 horas ap06s a inoculagéo). Depois da incubagdo o sobrenadante foi
colhido e testado para a presenga do virus. Todo o experimento foi realizado em

triplicata. O titulo foi calculado atraves do método de Reed &Muench (1938).

3.4 Titulagdo Viral em Célula

As amostras de virus mantidas congeladas foram tituladas nas células

homologas e em células CER.
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Para a titulagao viral foram utilizadas suspensdes das células entre 1 a 5x10°
células/mL (dependendo da célula utilizada) obtidas a partir de culturas celulares apos

48 horas de incubacao a 37°C.

O teste foi realizado em microplacas de 96 cavidades (Corning). Em cada
cavidade adicionou-se 50 uL de MMEE com 2% de SFB, seguido de 50 uL do in6culo
diluido (log 10 de 10" a 10®) das amostras de virus, em oito repeticdes. Foram
realizadas trés repeticbes de cada amostra. Apés realizou-se a adicédo de 100uL de
cultura das células homélogas e CER, e as placas incubadas em estufa de atmosfera
umida de CO, a 37°C (Forma Scientific) durante 5 dias até o aparecimento do efeito

citopatico. O titulo foi calculado pelo método de Reed & Muench (1938).

3.5 Teste de Imunofluorescéncia Indireta

O teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFl) foi realizado para confirmar a
presenca do antigeno viral nas placas utilizadas para a titulacdo com diferentes sistemas
celulares de acordo com metodologia descrita por Baxter-Jones et al., 1989 com algumas
modifica¢des. Quando foi realizada a inoculacdo das amostras virais em células CER, o
teste de IFI foi realizado com 24, 48, 72 e 96 horas para correlacionar a multiplicacéo viral

e o aparecimento de ECP caracteristico.

Apos a leitura da titulacao viral foi realizada a fixacdo com acetona gelada (Merck)
durante 5 a 10 minutos a 4°C, sendo adicionado 100 pL soro hiperimune, na diluicdo de

1:1000 e as placas foram incubadas a 37°C por 1 hora e entdo lavadas com PBS.
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Foi adicionado 100 pL do anticorpo anti-lgG de galinha conjugado com
isotiocianato de fluorsceina (F8888 Sigma-Aldrich) diluido 1:32 em PBS, sendo incubado
por 1 hora a 37° C. Apés o periodo de incubacgdo as placas foram lavadas com PBS e
realizada a leitura em microscépio de imunofluorescéncia (Carl Zeiss), incluindo sempre

um controle negativo e positivo em cada placa.

O soro hiperimune foi produzido em galinhas SPF para cada uma das amostras

virais.

3.6 Analise Estatistica

Foi utilizado o Teste t de Student para a analise estatistica, sendo determinada a
diferenga significativa ao nivel de p< 0,05. Dependendo da situag&o foi utilizada a
analise de variancia (ANOVA), teste t de 2 amostras ou teste t emparelhado. Os testes
foram realizados no programa estatistico Minitab® 15 Statistical Software for Windows

(Minitab Inc., State College, PA, USA).
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3.7 Purificagao Viral

Para a producé&o dos anticorpos monoclonais e de antigeno para o teste de
ELISA a suspensdo da amostra viral SHS-BR-121 foi previamente purificada. Foi
adotada a metodologia de Gough & Collins (1989) com modificagbes. Suspensdes de
células infectadas e néao infectadas foram centrifugadas a 30.000 X g durante 60
minutos a 4°C (Centrifuga Beckmann modelo L 2-21). O sedimento foi ressuspenso em
cerca de 2% do volume inicial para cada amostra viral em tampao TRIS-CaCl, (0,1M pH
7,2). O concentrado viral assim obtido foi suavemente adicionado sobre um gradiente
descontinuo de sacarose (Merck). Para o gradiente foram utilizados 7,0 mL de solugéo
de concentracédo 20% (p/p) e 2,0 mL da solugdo de concentracdo 60 % (p/p) de
sacarose (preparadas a partir de uma solugcédo de sacarose estoque 66% em tampéo

Tris-CaCly) .

A seguir, o virus foi centrifugado a 53.000 g por 90 minutos a 4°C (Ultracentrifuga
Beckman modelo L 8-80 M) e em seguida, com o auxilio de uma seringa de 3 mL
retirou-se a banda viral localizada na jungédo com a concentracdo de 60%. A fracao
coletada foi novamente centrifugada a 30.000 g por 60 minutos a 4°C, e o sedimento
ressuspenso em tampao Tris-Calcio (aproximadamente em 0,5% do volume inicial) e

armazenado a - 70°C em aliquotas de 0,05 mL.
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3.8 Determinagao de concentragao proteica

A concentragéo protéica das amostras foi determinada através da metodologia
de Lowry et al. (1951) utilizando a soroalbumina bovina como padréo (Sigma Chemical

Company).

3.9 Padronizacao do Teste Enzimatico (ELISA) para detec¢ao dos anticorpos

no soro dos camundongos

Apds o processo de imunizagcdo os soros dos camundongos foram testados
através do teste de ELISA. Placas de poliestireno 96 orificios (MaxiSorp - Nunc™)
foram sensibilizadas com uma solugdo de 2 pg/mL de antigeno viral purificado,
dissolvida em tampao carbonato (0,05 M, pH 9,6), em volume de 100 puL/pog¢o. Apos um
periodo de incubacao a 4° C overnight, as placas forma lavadas trés vezes com uma
solucdo de lavagem PBS-T (PBS + 0,05% de Tween 20) e em seguida bloqueadas com
uma solugéo com 2% de leite em p6é desnatado (Molico®) dissolvido em PBS (PBS-
Molico), sendo reincubadas por 60 minutos a 37° C. Em seguida as placas foram
lavadas trés vezes com solugéo de lavagem e a cada orificio foi acrescido 100 uL/po¢o,
em duplicata, de diluicdes seriadas dos soros a serem testados. Seguiu-se um periodo
de incubacao a 37° C durante 120 minutos. Apds repeticdo do processo de lavagem, foi

adicionado 100 uL/pog¢o do conjugado anticorpo anti-imunoglobulina de camundongo
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marcado com fosfatase alcalina (Sigma) na diluicdo de 1:5000, e novamente incubadas
a 37° C por 60 minutos. As placas foram submetidas a novo ciclo de lavagem e ap6s
adicionou-se o substrato PNP (para-nitrofenil fosfato) na concentragcdo de 1 mg/mL,
diluido em tampéo substrato dietanolamina, sendo as placas incubadas no escuro, a
temperatura ambiente por 60 minutos. A leitura da DO foi efetuada em leitor de ELISA
(Labsystems Multskan Biochromatic® Type 348) a 405 nm. Como branco foram
utilizados pogos contendo antigeno, PBS-Molico a 2%, anticorpo secundario e substrato

cromogeno.
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4. Resultados

4.1 Inoculagdo das amostras virais SHS-BR-121 e STG-SHS-1439 em Anel

de Traquéia

Foi avaliada a inoculagcédo das amostras virais em anel de traquéia. Foram
realizadas trés passagens em anel de traquéia e o material colhido apods sete dias apos
a inoculacao. Na terceira passagem foi constatado o efeito ciliostatico no quarto dia
ap6s a inoculagéo. O sobrenadante das placas foi colhido, centrifugado e congelado

para a utilizacdo nos demais experimentos.

4.2 Producao das amostras SHS-BR-121 e STG-SHS-1439 em FEG

No primeiro experimento realizado as duas amostras, apos trés passagens em
cultura de anel de traquéia, foram inoculadas em FEG para a adaptacdo neste tipo de

célula.

As amostras apresentaram ECP caracteristico em FEG apo0s 4 passagens na
célula. A amostra SHS-BR-121 apresentou o ECP em 24 horas enquanto a amostra
STG-SHS-1439 apresentou o ECP em 48 horas. A Tabela 1 apresenta os resultados da
inoculacdo dos virus em FEG em relagdo ao numero de passagens e ao tempo

necessario para o aparecimento do ECP. Cada passagem da amostra viral foi testada
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também com o teste de Imunofluorescéncia Indireta

Tabela 1: Numero de passagens e horas para a deteccdo do ECP em FEG e
confirmagéo da multiplicagéo viral utilizando IFlI apds inoculagdo das

amostras virais.

Virus Nimero da Presenca de ECP Presencga do virus
a
passagem (horas apés a inoculago) detectada pela IFI

1 - +
SHS-BR-121 2 60h +
3 24h +
1 - +
STG-SHS-1439 2 72h +
3 48h +

8 O teste de Imunofluorescéncia Indireta avaliou a presenga ou auséncia da

multiplicagdo vira em células FEG. + = positivo, - = negativo.

No segundo experimento o material original do isolamento da amostra SHS-BR-
121, pool de swab traqueal e homogeneizado de cornetos nasais, sem passagem por
anel de traquéia, foi inoculado em FEG para realizar o isolamento diretamente nesta

célula. De acordo com a literatura (Cook & Cavanagh, 2002) um dos sistemas
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recomendados para o isolamento € a passagem em células fibroblasticas aviarias e

nosso objetivo foi verificar se este seria um sistema viavel para o isolamento.

Foram realizadas seis passagens cegas do virus em FEG antes do
aparecimento do ECP. Foi acompanhado o tempo para o aparecimento do ECP,
comparando com os resultados de Imunofluorescéncia Indireta, e foi realizado a
titulacéo viral da amostra em FEG sendo os resultados sédo apresentados na Tabela 2.
A amostra viral foi acompanhada diariamente durante 5 dias, antes de ser congelada e
reinoculada em FEG até a constatacdo do ECP. Na sétima passagem o efeito foi
detectado com 96 horas, foram realizadas mais trés passagens para observar o tempo
de aparecimento do ECP, sendo acompanhado pela titulagdo em cada nova passagem.
O aumento do titulo de acordo com o numero de passagens comprova ser este um dos

sistemas viaveis para o isolamento do virus.
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Tabela 2: Isolamento da amostra viral SHS-BR-121 em FEG.

Virus Numero da Presenca de ECP Titulo viral IFI?
passagem (horas apos a (log1o DICCs, mL)
inoculacéo)

0-6 - - +P

SHS-BR-121 7 96h 25 +
8 72h 3,5 +

9 60h 4.8 +

10 24h 5,8 +

& O teste de Imunofluorescéncia Indireta avaliou a presenga ou auséncia da

multiplicacao vira em células FEG. + = positivo, - = negativo.

® Houve a deteccdo da multiplicacdo viral a partir da terceira passagem em FEG. Na

primeira e segunda passagens ndo houve deteccdo de multiplicacéo viral pela IFI.
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4.3 Producao das amostras SHS-BR-121 e STG-SHS-1439 em CER

No primeiro experimento realizado as duas amostras, apos trés passagens em
cultura de anel de traquéia, foram inoculadas em CER para a adaptacdo neste tipo de
célula. As amostras apresentaram ECP caracteristico em CER na segunda na célula. A
amostra SHS-BR-121 apresentou o ECP em 60 horas enquanto a amostra STG-SHS-
1439 apresentou o ECP em 72 horas. A Tabela 3 apresenta os resultados da
inoculacdo dos virus em CER em relagdo ao numero de passagens e ao tempo
necessario para o aparecimento do ECP. Cada passagem da amostra viral foi testada

também com o teste de Imunofluorescéncia Indireta.
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Tabela 3: Numero de passagens e horas para a deteccdo do ECP em CER e
confirmagéo da multiplicagéo viral utilizando IFlI apds inoculagdo das

amostras virais.

Virus Nimero da Presenca de ECP Presencga do virus
passagem (horas apés a inoculagio) detectada pela IFI?

1 - +

SHS-BR-121 2 60h +

3 48h +

4 24h +

1 - +

STG-SHS-1439 2 72h +

3 60h +

4 48h +

8 O teste de Imunofluorescéncia Indireta avaliou a presenga ou auséncia da

multiplicagdo vira em células CER. + = positivo, - = negativo.

No segundo experimento a amostra SHS-BR-121 apresentou ECP caracteristico

apos a quarta passagem em CER, mas ainda com um titulo baixo. Foram realizadas
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mais cinco passagens onde se pode constatar uma diminuigcdo no tempo necessario

para o aparecimento do ECP e um aumento no titulo viral. Na quarta passagem o ECP

foi constatado com 96h apds a inoculagdo e este material ao ser titulado apresentou

titulo de 10> DICCso mL. Em cada passagem da amostra viram foi realizado o teste de

IFI para verificar a presenca da multiplicagao viral. A Tabela 4 demonstra o numero de

passagens necessarias para a detecgéo da presenca do ECP, a deteccgéo viral através

da IFI e também o titulo viral obtido ap6s cada passagem nas celulas para a amostra

SHS-BR-121.

Tabela 4: Adaptacado da amostra viral SHS-BR-121 em célula CER.

Virus Nimero da Presenga de ECP Titulo viral IFI®
passagem (horas apés a inoculagao) | (logqoDICCso mL)
0-3 - - +°
SHS-BR-121 4 96h 5.0 +
5-6 72h 5,8 +
7-8 48 -60h 6,4 +
9 36h 7,0 +

8 O teste de Imunofluorescéncia Indireta avaliou a presenga ou auséncia da

multiplicagdo vira em células CER. + = positivo, - = negativo.

® Houve a deteccdo da multiplicagéo viral a partir da terceira passagem em CER. Na
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primeira e segunda passagens ndo houve deteccao de multiplicacéo viral pela IFI.

A amostra STG-SHS-1439 apresentou ECP caracteristico ja na segunda
passagem em célula CER, pois ja estava adaptada a este sistema celular. Foram
realizadas nove passagens também para uma padronizagdo em relagdo a amostra
SHS-BR-121, e da mesma forma foi acompanhado o aparecimento de ECP e o titulo da
amostra em CER. Os resultados podem ser observados na Tabela 5. Mesmo ja estando
adaptada em célula CER o numero de horas para o aparecimento do ECP é maior para

0 subtipo B e os titulos obtidos sdo menores se comparados com o subtipo A.

Tabela 5: Multiplicagdo da amostra viral STG-SHS-1439 em célula CER.

Virus Numero da Presenca de ECP Titulo viral IFI®
passagem (horas apés a inoculagao) | (logqoDICCso mL)
2-4 96h 4,2 +b
STG-SHS- 5-6 84h 4,7 +
1439
7 72h 51 +
8 60h 55 +
9 48h 6,0 +

8 O teste de Imunofluorescéncia Indireta avaliou a presenga ou auséncia da

multiplicagdo vira em células CER. + = positivo, - = negativo.
® Houve a deteccdo da multiplicagao viral a partir da segunda passagem em CER.
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As amostras virais foram aliquotadas e congeladas na nona passagem apos a
titulacdo viral para serem utilizadas como estoque de virus para o estudo de

suscetibilidade.

A anadlise estatistica das médias dos titulos das amostras virais SHS-BR-121 e
STG-SHS-1439 multiplicadas em CER, utilizando a analise de variancia (ANOVA)
apresentou diferenca estatisticamente significativa (P=0,014) com p< 0,05, e a analise
com teste t com duas amostras apresentou P=0,025, sendo esta uma diferenga
estatisticamente significativa com p< 0,05. Com isto pode-se afirmar com 95% de

certeza que existe diferenca entre a amostra do subtipo A e B.

4.4 Cinética Viral

Foi realizado o estudo da cinética viral das amostras SHS-BR-121 e STG-SHS-
1439 inoculadas em células CER, Vero e BHK-21. Foi feita a titulagéo viral 6, 12, 18, 24,
30, 36, 42, 48, 52, 58 e 60 horas apoés a infecgdo. O Quadro 2 apresenta o resultado
obtido para a amostra SHS-BR-121. O maior titulo da amostra SHS-BR-121 foi obtido
apo6s 30 horas de inoculagéo em células CER e Vero e ap6s 36 horas em células BHK-

21.
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Quadro 2: Cinética viral da amostra SHS-BR-121 em células CER, Vero e BHK-21. Os
valores correspondem a média de trés titulagdes, em diferentes intervalos de tempo

(horas ap6s a infecgéo)

Cinética Viral SHS-BR-121

8.0

—m—CER-
— =i —Vero-
==y -- BHK-21 -

Titulo

6 12 18 24 30 36 42 48 52 58 60

Horas Apoés Inoculacao

O Quadro 3 apresenta o resultado obtido para a amostra STG-SHS-1439,
sendo o maior titulo obtido apds 42 horas de inoculacdo em células CER e Vero e 48
horas em células BHK-21. Concordando o a literatura o virus do subtipo A, aqui
representado pela amostra SHS-BR-121 apresenta titulos maiores e necessita menos
tempo de inoculag&o do que o virus do subtipo B, aqui representado pela amostra STG-

SHS-1439.
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Quadro 3: Cinética viral da amostra STG-SHS-1439 em células CER, Vero e BHK-21.

Os valores correspondem a media de trés titulagdes, em diferentes intervalos de tempo

(horas apos a infecgéo).
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4.5 Propagacao do virus em diferentes sistemas celulares

Com o objetivo de avaliar a suscetibilidade dos sistemas celulares aos virus

SHS-BR-121 e ao STG SHS 1439 e se houve ou néo presenga de ECP caracteristico,

foram realizadas até cinco passagens dos virus nos diferentes sistemas. As células que

nao apresentavam ECP foram congeladas cinco dias apos a inoculagéo e reinoculadas.
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As amostras foram colhidas, aliquotadas e tituladas na passagem em que
apresentaram o efeito citopatico e como comparacdo todas foram tituladas na quinta
passagem. As células que nao apresentaram ECP foram tituladas somente na quinta

passagem.

Todas as amostras foram tituladas utilizando a célula homdloga, ou seja, na
mesma célula onde foram multiplicadas, e em CER uma vez que o estoque do virus foi
produzido nesta célula. Na Tabela 5 s&o apresentados os resultados referentes ao
numero de passagens e o titulo, em celula homologa, na passagem em que ocorreu a
deteccdo microscopica do ECP em Vero, BHK-21, HEp-2, MDBK, e ED. Nas células
Vero e BHK-21 o ECP foi constatado ja na segunda passagem, na célula HEp-2 o
efeito foi constatado na quinta passagem, na célula MDBK foi constatado pouco efeito
somente na ultima passagem e na célula ED néo foi constatado ECP em nenhuma das

passagens.

Os resultados apresentados na Tabela 6 demonstram uma diferengca nos
titulos obtidos na segunda e na quinta passagem das amostras virais nos diferentes
sistemas celulares. Quando as amostras virais foram tituladas na célula homologa,
tanto os titulos nas células Vero como em BHK-21 aumentaram. Os titulos na célula
MDBK permaneceram os mesmos, pois a titulagdo anterior ja havia sido na quinta

passagem.
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Tabela 6: Titulos das amostras SHS-BR-121 e STG-SHS-1439 em diferentes sistemas

celulares.
Virus Tipo de célula Numero da Titulo viral (log1oDICCse/mL)
passagem

SHS-BR-121 Vero 2 5,1
SHS-BR-121 BHK-21 2 4.8
SHS-BR-121 HEp-2 5 4,0
SHS-BR-121 MDBK 5 1,5
SHS-BR-121 ED - -
STG-SHS-1439 Vero 2 49
STG-SHS-1439 BHK-21 2 4,5
STG-SHS-1439 HEp-2 5 3,8
STG-SHS-1439 MDBK 5 1,3
STG-SHS-1439 ED - -

Quando as amostras sao tituladas em CER os titulos s&o maiores do que nas

celulas homologas, para BHK-21, Vero e MDBK. A diferenga constatada na Tabela 6
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entre as médias dos titulos do virus subtipo A, SHS-BR-121, e subtipo B, STG-SHS-

1439, pode ser verificada novamente na Tabela 7.

Tabela 7: Titulos das amostras virais SHS-BR-121 e STG-SHS-1439 em células

homologas e em CER.

Tipo de Log+o DICCso/mL
Célula SHS-BR-121 STG-SHS-1439
Homologa CER Homologa CER

CER - 7,0 - 6,0
Vero 6,0 6,5 55 5,8

BHK-21 5,5 5,8 5,0 5,5
Hep-2 45 5,0 41 49
MDBK 1,5 1,8 1,3 1,5

ED - - - -

Para avaliar se as diferencas nos resultados encontrados é estatisticamente
significativa foram realizados a analise de variancia (ANOVA) e o teste t-Student
pareado. Nesta analise foram comparados os valores das médias dos titulos obtidos na

célula homdéloga e o mesmo titulo correspondendente em célula CER.
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Quando foram comparadas as médias dos titulos da amostra viral SHS-BR-121
nao foi encontrada uma diferenca estatisticamente significativa com p < 0,05 no teste t-
Student. Quando foi feita a mesma analise para a amostra viral STG-SHS-1439 foi
encontrada uma diferenca estatisticamente significativa na comparacao das médias
com a titulagcdo em células Vero, BHK-21 e CER (p<0,03). Nas analises de variancia
tanto para SHS-BR-121 como para STG-SHS-1439 encontrou-se um valor de p> 0,05,
portanto pode-se afirmar que as médias ndo apresentam diferencas estatisticamente

significativas.

4.6 Purificacao e titulacao viral

O método de purificagédo utilizou um volume inicial de 2 litros da suspenséo viral
submetido a purificagéo resultando em um volume final de 6 mL ap6s a passagem pelo
gradiente descontinuo de sacarose. O processo de purificagdo viral, apesar de efetivo,
exige a producgdo de uma quantidade inicial elevada da amostra viral, pois a concentragéo
protéica do virus ndo é alta. O processo de purificagéo possibilitou que as impurezas
presentes no meio fossem eliminadas, principalmente os restos protéicos do tapete celular,

resultando na presenga de particulas virais concentradas.

O virus assim concentrado e praticamente livre das impurezas celulares foi

utilizado para imunizagédo dos camundongos e para o teste de ELISA.

51



A amostra viral SHS-BR-121 foi titulada antes e apds a purificacdo para
acompanhamento dos titulos, de acordo com Cardoso et al. (1996). A concentracao
protéica das amostras foi determinada através da metodologia de Lowry et al. (1951).

Os resultados podem ser observados na Tabela 8.

Tabela 8. Titulos e dosagem protéica da amostra viral

AMOSTRA VIRAL SHS-BR-121 Log4o DICCs/mL CONCENTRAGAO DE PROTEINA

Antigeno bruto 4,8 134,2 pg/ml

Antigeno colch&o descontinuo
4,3 41,05 ug/ml
de sacarose

4.7 Padronizacdo do ensaio enzimatico (ELISA) para deteccao de

anticorpos no soro dos camundongos

Para a deteccao dos anticorpos no soro dos camundongos imunizados foi
padronizado um ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os resultados obtidos no teste de
ELISA demonstraram que os camundongos responderam ao estimulo antigénico.
Foram analisados dois grupos de camundongos imunizados (GC1 e GC2), agrupados
em pool. Os Gréficos 1 e 2 apresentam os resultados dos soros diluidos a partir de

1:100 até 1:20000. Também foram analisadas as quantidades de 2ug/mL e 20ug/mL de
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virus purificado utilizadas na sensibilizacdo das placas de ELISA. O cutt off foi

considerado como 4 vezes a DO do soro normal (= 0,030).

Grupo GC 1 Grupo GC 2

1,0 1,0

09 | 09

08 O 2 pg/mL 08 H O 2 pg/mL
E o7 1 | 20 ug/mL E o7 1 W 20 pg/mL
g 06 1 3 06 1
O 05 { O 05 |
O o4 U 0 . 4

03 03 |

02 02 H

01 H 04

00 H 00

1:10 1:50  1:100  4:400  1:1000  1:2000 s 1:10 150 100 1:400  1:1000  1:2000 s
Dilui¢éo dos Soros Diluigdo dos Soros

Graficos 1 e 2: Testes enzimaticos (ELISA) de soro de camundongo dos grupos GC1 e
GC2, com 2 ug/mL e 20 pg/mL de antigeno viral purificado, apés 28 dias de

imunizacao.

De acordo com os resultados apresentados ndo houve diferenca entre a
utilizacdo de 2ug/mL e 20pg/mL de virus purificado, sendo que foi utilizada a
quantidade de 2ug/mL por ser menor, devido a dificuldade do processo de purificacéo

do virus.

Em relacdo a diluigdo do soro dos camundongos optou-se pela diluicdo em
1:4000 por ser considerado positivo e permitir a utilizacdo de volumes menores de soro

dos camundongos.
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ABSTRACT

Avian Metapneumovirus (aMPV), also called Turkey Rhinotracheitis Virus
(TRTV), is an upper respiratory tract infection of turkeys, chickens and other avian
species. Five monoclonal antibodies (MAbs) were created against the Brazilian isolate
(SHS-BR-121) of aMPV, MAbs 1A5B8; 1C1C4; 2C2E9 and 2A4C3 of IgG1 and MAb
1C1F8 of IgG2a. Four Mabs (1A5B8; 1C1C4; 2C2E9 and 2A4C3) showed neutralizing
activity and three (1A5B8; 1C1C4 and 2A4C3) inhibited cellular fusion in vitro. These
MAbs were used to investigate antigenic relationship among three strains (SHS-BR-
121, STG 854/88 and TRT 1439/91) of aMPV subtypes A and B using cross-
neutralization test. The results confirm that the monoclonal antibodies described can be
used as a valuable tool in the epizootiological and serological studies, and also for the
specific diagnosis of the subtypes in the infection for Avian Metapneumovirus.

Keywords: Avian metapneumovirus, Brazil, monoclonal antibodies, neutralizing
epitopes.

INTRODUCTION

Avian Metapneumovirus (aMPV) is member of the genus Metapneumovirus,
family Paramyxoviridae (Pringle, 1998). This virus causes turkey rhinotracheitis (TRT),
and it is associated with Swollen Head Syndrome (SHS) in chickens. aMPV was first
reported in South Africa in the late 1970s, initially in turkeys, and subsequently also in
chickens (Buys & Du Preez, 1980; Buys et al., 1989). The disease is clinically
characterized by apathy and swelling of the face and infra-orbital sinuses. While
mortality rarely exceeds 2%, morbidity may reach 10% and in breeders, egg production
is frequently affected (Cook, 2000).
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It was initially believed that there was only one serotype of aMPV, within two
subtypes (A and B). Four subtypes (A, B, C and D) are currently known, and present
extensive differences in the attachment glycoprotein (G) gene sequences (Cook &
Cavanagh, 2002, D'Arce et al, 2005). In Brazil, the isolation of aMPV was
accomplished by Arns & Hafez in 1995 from infected broiler breeder flocks of States of
Minas Gerais and Sao Paulo. Serum samples from 43 flocks (broilers, broiler breeders,
and layers), collected in different regions of Brazil (States of S&o Paulo, Minas Gerais,
and Santa Catarina), were tested for presence of antibodies against the SHS-BR-121
strain. The results showed that 40.65% flocks were positive for anti-aMPV antibodies
(Coswig, 1998), proving the wide distribution of this isolate in the country. In Brazil, the
sequence of five aMPVs from chickens and one from turkeys were analyzed (Dani et
al.,, 1999; D'Arce et al., 2005). aMPV subtypes can be differentiated by nucleotide
sequence analyses (Juhasz & Eaton, 1994), and using MAbs (maternal antibodies)
(Collins et al., 1993; Cook et al., 1993). Different MAbs were produced against aMPV,
demonstrating the existence of considerable antigenic variability among strains (Collins
et al., 1993; Cook et al., 1993). In Japan, MAbs were used to investigate the antigenic
relationship among strains of aMPV. That study demonstrates that the Japanese strains
present antigenic differences from British isolates (Tanaka et al., 1996; Obi et al., 1997).
In the present study, we produced MAbs against the SHS-BR-121 strain, and used
them to compare the SHS-BR-121 strain with two aMPV strains isolated in Germany by
cross-neutralization test.

MATERIAL AND METHODS
Virus sources

The SHS-BR-121 strain of aMPV isolated from chickens with SHS in Brazil
(Arns & Hafez, 1995) was used. The other aMPV isolates were STG 854/88 and TRT
1439/91, isolated in Germany (Hafez, 1993), belonging to subtypes A and B,
respectively. The strains were propagated in chicken-embryo related (CER) cell line
(Ferreira et al., 2003). The infected cell culture was maintained at 37°C until extensive
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cytopathic effect was observed. The SHS-BR-121 virus was purified by differential
ultracentrifugation and by sedimentation through a 20 60% discontinuous sucrose
gradient at 53000 X g for 90 min. The virus band was collected and used for
immunization of mice and ELISA antigens. The other viruses were purified as
described.

Production of monoclonal antibodies

Hybridomas secreting aMPV-specific antibodies were derived from three
experiments by fusion of myeloma line cells Sp2/0 with spleen cells of BALB/c mice
immunized with SHS-BR-121 according to the standard procedure described by Kdehler
& Milstein (1975). Five mice were immunized by intraperitoneal inoculation on days 1,
14, and 28, respectively. In the first injection, each mouse was inoculated with 15 mg
purified virus, mixed with equal volume of Freund's complete adjuvant (Sigma, St. Louis,
Mo, USA). The same amount of virus was mixed with an equal volume of Freund's
incomplete adjuvant in the second and third injections. Twelve days after cell fusion,
hybridoma colonies were screened for the presence of aMPV-specific antibodies by an
indirect antigen-coating plate enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) using
microplates coated with the aMPV soluble antigen. Hybridoma colonies presenting
positive reaction were transferred to wells of 24-well tissue culture plates, and retested
before being submitted to limited dilutions cloning (Cook et al., 1993).

Isotypes determination

The immunoglobulin subclasses secreted by the hybridomas were determined
by ELISA using a commercial kit (ImmunoPure® Monoclonal Antibody Isotyping Kit Il -
Pierce).

Production of antibodies in ascitic fluid

Ascitic fluid containing MAbs was produced by injecting 10° hybridoma cells into
the peritoneal cavity of pristine-primed BALB/c mice. After 10-14 days, ascitic fluid was
collected and tested for antibody titers by indirect ELISA. All biological assays were
performed using MAb from ascitic fluids.
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ELISA

Each of the MADbs used in this study was tested by indirect ELISA on plates
coated overnight with aMPV antigen purified from strain SHS-BR-121 grown in CER
cultures. Individual microplates wells were coated with viral antigen diluted to give 2 mg
of protein per well. The conjugate was goat anti-mouse IgG heavy-chain alkaline
phosphatase, and the substrate para-Nitrophenyl Phosphate (pNPP). Incubation times
were 1 h at 37 °C,and volumes per cavity were 100 mL. Serum samples with optical
densities (OD) of 2 standard deviations above the ODs for the negative controls were
considered positive for aMPV antibodies. Each plate contained multiple positive and

negative serum samples to serve as controls.
Biological activities

MAbs biological activities were examined using fusion and neutralization-
inhibition tests, as described by Beller & van Wyke Coelingh (1989).

Fusion inhibition

The fusion inhibition assay was performed to identify MAbs that inhibit
syncytium formation in vitro. CER cell monolayers in 96-well plates were infected with
100 TCIDsp of the SHS-BR-121 strain, incubated for 1h at 37°C, the inoculum was
removed, and the monolayer was washed twice with MEM to remove unadsorbed virus.
Serial twofold dilutions of MAbs were then added to each well. Five days later,
monolayers were examined microscopically for cytopathic effects.

Viral neutralization

The test of viral neutralization was performed to analyze the ability of MAbs to
neutralize SHS-BR-121 strain infectivity and to prevent syncytium formation in vitro. For
this, the procedures were described by Beeler & van Wyke Coelingh (1989). Serial
twofold dilutions of MAbs were mixed with 100 TCIDsy of strain SHS-BR-121, and
incubated for 1 hr at 37°C. Subsequently, virus-antibody mixtures were transferred to
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CER monolayers in 96-well plates, incubated for 5 days (37°C / 5% CO,), and observed

as described for the fusion inhibition assays.

The neutralization and fusion inhibition titers were expressed as the reciprocal
of MAbs maximum dilution, which completely inhibited the infection and syncytium
formation in vitro, respectively.

Cross-neutralization test

The cross-neutralization test with MAbs was used to analyze the antigenic
relationships among three aMPV strains (SHS-BR-121, STG 854/88 and TRT 1439/91).
Cross-neutralization tests with MAbs were performed using a modification of the
procedure described by Collins et al. (1993). MAbs were tested against each sample,
diluted in base 2. The cross-neutralization test was carried out as described above. The
sera that did not present neutralizing activity at 1:64 dilution or below were considered
negative.

RESULTS AND DISCUSSION

This paper describes the production of monoclonal antibodies against aMPV
(SHS-BR-121) isolated in Brazil (Arns & Hafez, 1995) from broiler breeder flocks in the
States of Sdo Paulo and Minas Gerais. Previous studies reported close antigenic
relationships among aMPV isolates. Studies of Obi et al. (1997) indicated similarities
among different aMPV strains using conventional diagnosis techniques. The use of
MAbs for the characterization of aMPV strains is helpful in antigenic relationship
studies, and enable the recognition of specific epitopes; polyclonal antibodies do not
have this capacity (Cook et al., 1993). Therefore, we produced MADbs, and obtained five
hybridoma cell lines (1A5B8; 1C1C4; 2C2E9; 1C1F8 and 2A4C3) for the antigen of
SHS-BR-121 aMPV strain.

ELISA results are shown in Table 1. The cut-off point for optical densities was
determined with normal serum, diluted 1:100, with OD < 0,030.
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Table 1 - Properties of monoclonal antibodies created against the SH5-BR-121 strain of Avian
Metapneumovirus,

MAbs ELISA Isotypeh Biological activities
(oD)" Subclass Viral Neutralization®  Inhibition of cell fusion
1ASES 0,222 IgG1 256 1024
1€1C4 0,248 gl 128 1024
1C1F8 0,216 lgG2a <l =2
ZL2E9 211 lgG1 < 256
28403 0,266 IgG1 256 128

a.0ptical density (0D) of control antigen < 0,030; means of three repetitions. b.lsotype subclass of
immunoglobulin was determined using a commercial kit {mmunoPure® Monoclonal Antibody Isotyping
Kit || Pierce). c.Reciprocal of dilution (log,) that neutralized 100 TCID, of SHS-BR-121 strain.

Values presented are the mean of three repetitions.

Analyses for the antibody isotypes showed that four belonged to the IgG1
subclass (1A5B8; 1C1C4; 2C2E9 and 2A4C3) and one to IgG2a (1C1F8) (Table 1).

MADbs were also evaluated for their capacity to neutralize viral infectivity and to
inhibit syncytium formation in vitro. The production of three clones (MAbs 1A5BS,
1C1C4 and 2A4C3) neutralized and inhibited the formation of syncytia by SHS-BR-121
aMPV, as shown in Table 1. These MAbs were efficient SHS-BR-121 inhibitors. Two
MAbs (1C1F8 and 2C2E9) did not show neutralizing activity, while one MAb (1C1F8)
did not show fusion inhibition activity. Our findings are similar to the results obtained for
human respiratory syncytial virus (HRSV) and bovine respiratory syncytial virus (BRSV)
in relation to the inhibitory activity for fusion and neutralization (Matheise et al., 1995;
Tanaka et al., 1996). Protein F probably plays an important role in this case. It is
suggested that the neutralization epitopes are the same as or very similar to the fusion-
active site on protein F (Tanaka et al., 1996). The two major antigens of aMPV are the F
(fusion) and the G (attachment) proteins. Both form independent projections on the virus
surface, which mediate adsorption and fusion of the virus envelope with the cell
membranes (Easton & Juhasz, 1994), and these proteins induce neutralizing antibodies
(Collins et al., 1993). Two MAbs obtained in this study were not able to neutralize viral
infectivity, but inhibited syncytium formation; ICIF8 and 2C2E9 inhibited possible due to
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reaction to F protein. The reason may be a consequence of a variation of the epitopes
of those proteins (Obi et al., 1997). The aMPV strain SHS-BR-121 isolated in Brazil
presents differences some antigenic properties as compared to the two strains isolated
in Germany. These results indicate that antigenic divergence between aMPV may

occur.

In cross-neutralization tests, all of the MAbs presented neutralizing activity
against the homologous virus. As the heterologous viruses TRT 1439/91 and STG
854/88, MAbs C1F8 and 2C2E9 presented positive reaction (Table 2). Studies on
antigenic relationships using conventional techniques indicated close similarities
between different aMPV isolates (Gough & Collins, 1989). Antigenic variations of F and
G proteins in respiratory syncytial virus (RSV) and aMPV (Beeler & van Wyke Coelingh,
1989; Collins et al., 1993) were reported. These results suggest the antigenic variation
amongst aMPV strains may be dependent on F and G proteins. Mab 1C1F8 reacted
with aMPV subtypes A and B, possibly in a conserved region not related to
neutralization. Some Mabs produced by Matheise et al. (1995) recognized both a
bovine respiratory syncytial virus (BRSV) and human respiratory syncytial virus (HRSV)
strains, demonstrating the existence of conserved epitopes in these viruses.

Table 2 - Cross-neutralization test using MAbs and different
aMPV strains,
aMPy? MAb

Virus strain 1ASB8 1CI1C4& 1C1F8 2C2E9 2A4C3
SHS-121-BR 024k 1024 22 1024 512
TRT 1439/91 . 512 - 128 512
STG 854/88 : 128

a.The different samples were tested against each monoclonal
antibody, b.Titers are expressed as the reciprocal of dilution {log,)
that neutralized 100 TCID.,.

The relationship between neutralization epitopes and fusion sites of the F
protein of aMPV should be furtheranalyzed.
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The development assays with these MAbs will constitute important tools for the
analyses of the antigenic properties of aMPV, and will aid the characterization of aMPV

isolates and strains.
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6. Discussao

O Metapneumovirus Aviario (AMPV), agente viral envolvido no quadro de
Sindrome da Cabega Inchada (SCI), tem sido amplamente estudado em grande parte
do mundo devido aos prejuizos econémicos que causa em criagbes de perus e
galinhas. No Brasil o AMPV acomete produg¢des comerciais de frangos e corte, matrizes
e aves de postura e também esta presente em criagdées de perus (D’Arce et al., 2005).
O virus ja foi isolado tanto de galinhas como de perus e foi realizado seu diagnostico

sorologico nas mesmas criagoes.

O Brasil ocupa lugar de destaque na produgédo avicola mundial, sendo
atualmente o maior exportador mundial, produzindo 8,49 miln6es de toneladas de
carne de frango e 23,9 bilndes de ovos. O desempenho do frango de corte deu a
avicultura destaque ainda maior na economia brasileira, possibilitando que a populagao
consumisse um produto protéico de alta qualidade, sanidade e baixo custo e, mediante

as exportagbes, uma expressiva receita cambial.

Entre as enfermidades que preocupam o setor avicola mundial a SCI € uma das
apresentam importancia, sendo caracterizada por uma infeccéo do trato aéreo superior
e infeccédo do aparelho reprodutivo, determinando diminuigéo na produgdo de ovos. A
infecgdo viral inicial geralmente € complicada pela infecgéo bacteriana secundaria,
determinando uma alta morbidade e mortalidade (Naylor & Jones, 1993; Cook &

Cavanagh, 2002).
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Desde que foi relatada pela primeira vez em 1984 na Africa do Sul, vem
ocorrendo em outros paises (Cook & Cavanagh, 2002). A dificuldade do diagnéstico
baseado somente nos sinais clinicos levou ao desenvolvimento de trabalhos no sentido
de adaptar o AMPV em culturas celulares, com o objetivo de utiliza-las nos testes
sorolégicos de Soroneutralizacdo (SN), ELISA e Imunofluorescéncia (IF) para a
deteccéo de anticorpos (Jones, 1996). O uso de anticorpos monoclonais e de técnicas
moleculares permitiu a diferenciacéo entre os subtipos do virus (Collins, et al., 1993;

Cook et al., 1993, Cook & Cavanagh, 2002).

Métodos de diagnéstico do AMPYV incluem a detecgé&o ou isolamento do virus,
demonstracdo de anticorpos especificos e técnicas moleculares. O isolamento deste
tipo de virus a partir de amostras de campo néo é facil, e por motivos ndo explicados, o
isolamento de amostras a partir de frangos parece ser mais dificil (Cook & Cavanagh,
2002). Para o isolamento inicial a partir de amostras de campo, tanto de perus como
frangos, utiliza-se inoculagado no saco vitelinico de ovos embrionados (Patnayak, et al.,

2006), ou cultura de anéis de traquéia de embriées de peru ou frango (Cook, 2000).

O diagnostico laboratorial que inclui o isolamento viral e a propagac¢éo do virus
apresenta uma maior possibilidade de identificacdo de novos subtipos do virus. Se a
técnica de PCR falha e a microscopia eletronica e/ou técnicas de sorolégicas indicam a

presenca do AMPV pode-se desenvolver um outro teste de PCR (Jirjis, et al., 2000).

O uso de cultura de anel de traquéia para o isolamento do AMPV tem sido
usado por varios laboratoérios. Em nosso estudo o efeito ciliostatico foi observado apos a

terceira passagem das amostras virais em cultura de anel de traquéia (TOC). Cook &

67



Cavanagh (2002) citam que a observacao da ciliostase pode ser feita entre 5 a 7 dias
ap6s a inoculagcdo do material, sendo necessarias de 3 a 5 passagens cegas. Cook
(2000) produziu o virus utilizado para desafio de teste de vacina em cultura de anel de
traquéia. Baxter-Jones ef al. (1989) e Zande et al. (1999) também utilizaram este

sistema celular para o isolamento do AMPV a partir de amostras de campo.

Mesmo sendo um sistema bastante utilizado até hoje, nem todos os AMPVs
apresentam a caracteristica de causar ciliostase. Cook & Cavanagh (2002) relatam que
o AMPV isolado nos Estados Unidos da América ndao causa ciliostase, sendo que seu
isolamento foi realizado utilizando ovos embrionados. Como n&o existem estudos
comparando o isolamento do AMPV em cultura de anel de traqueia e em ovos

embrionados, a escolha do método depende de uma decisé&o de cada laboratorio.

A utilizagdo de fibroblasto de embrido de galinha (FEG) normalmente é
realizada apds o isolamento em cultura de anel de traquéia ou ovos embrionados. E um
sistema celular bastante sensivel e a adaptacdao do AMPV ocorre rapidamente. Apés a
passagem em TOC, quando da observacao da ciliostase, foi realizada a passagem das
amostras virais em FEG, sendo detectado o efeito citopatico (ECP) na quarta passagem
neste sistema celular. Em 1989 Baxter-Jones et al. fizeram a produgéo de antigeno
vacinal ap6s a adaptacdo do AMPV em FEG. Eles observaram o ECP entre 24 e 72

horas apoés a inoculagéo.

Além da adaptacdo do virus apds isolamento em outro sistema celular, foi
realizado o isolamento do AMPV diretamente em FEG. Apds seis passagens cegas, do

material de campo, em FEG observou-se o aparecimento do ECP e apo6s dez

68



passagens o titulo viral aumentou consideravelmente. Patanayak et al. (2002)
realizaram o isolamento do subtipo C do AMPV apéds sete passagens cegas em FEG, e
apos o virus foi adaptado em células Vero para producdo de antigeno vacinal. Goyal et
al. (2002) conseguiram realizar o isolamento do AMPV a partir de material de campo
diretamente em FEG, mas nao conseguiram isolar o virus em células Vero. Observaram
que apos o isolamento o virus pode ser adaptado com sucesso nesta célula. O

aparecimento do ECP caracteristico em FEG foi detectado apés a segunda passagem.

A utilizagdo de cultura de anel de traquéia, ovos embrionados e mesmo FEG
exigem que o laboratério possua um fornecimento constante de ovos embrionados ou
pintos de um dia SPF. Estes sdo sistemas celulares mais onerosos, pois as células
precisam ser preparadas a cada novo uso, ou cada nova passagem do material,
exigindo mao de obra qualificada e ovos e pintos disponiveis. Além do fator custo, a
sociedade vem solicitando que o0 uso de seres vivos para pesquisas e producgéo de
vacinas seja mais racional, e somente quando ndo houver outro sistema disponivel que

ofereca 0 mesmo resultado.

O uso de sistemas celulares a partir de linhagens ja estabelecidas tem sido
demonstrado em varios trabalhos de pesquisa. Tanaka et al. (1997), Goya et al. (2000)
e Abiko et al. (2007) sdo exemplos, onde foram realizados 0s isolamentos virais em
linhagens celulares como Vero, QT-35, HEp-2 entre outras, demonstrando a

possibilidade de isolamento e produgéo viral.

Para a multiplicacéo e titulagcdo da amostra das amostras virais SHS-BR-121 e

STG-SHS-1439 utilizou-se a linhagem celular CER (chicken embryo related). Esta
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linhagem celular é utilizada para multiplicagdo do AMPV (Hafez e Weiland, 1990), virus
rabico (Smith et al., 1977) e virus da bronquite infecciosa (Ferreira et al., 2003). Esta
celula € usada como rotina no Laboratorio de Virologia Animal/DMI/IB/Unicamp. Foi
realizada a multiplicagdo das amostras virais SHS-BR-121 e STG-SHS-1439, sendo
que a primeira amostra apresentou ECP na quarta passagem e a segunda amostra ja
apresentou efeito na segunda passagem. Apos a observacéo do efeito citopatico foi
realizada a titulagdo para acompanhamento. Além da titulacdo, a cada passagem foi
realizado o teste de imunofluorescéncia Indireto (IFI). O uso de IFI permite a deteccao
do antigeno viral antes da presenca do ECP, que pode requerer de 4 a 5 passagens
para ser observado dependendo do virus e da ceélula. Jirjis et al. (2002) demonstraram
que apos 24 horas apoOs a inoculacao ja é possivel verificar a presengca do AMPV em

células Vero inoculadas, sendo que o efeito citopatico ainda ndo era visivel.

A analise estatistica realizada, avaliando os titulos das amostras virais SHS-BR-
121 e STG-SHS-1439 multiplicadas em CER demonstrou que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os titulos do subtipo A e B. Em todo o nosso estudo
pudemos comprovar estatisticamente que houve diferenga significativa entre os titulos
obtidos para o subtipo A e B. Estes dados concordam com aqueles encontrados por
Zande et al. (1999) que demonstraram que o titulo viral e a porcentagem de ceélulas
imunofluorescentes foram menores para o subtipo B. O estudo demonstrou uma
diferenca entre os subtipos A e B de até 1 logy. Os pesquisadores verificaram que
somente o subtipo A tem capacidade de invadir o trato respiratorio inferior e infecta

mais celulas epiteliais em todo o trato respiratorio superior em relagéo ao subtipo B.
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A cinética da multiplicacao viral para as duas amostras de AMPV estudadas foi
realizada para um melhor conhecimento do ciclo do virus em diferentes linhagens
celulares. As duas amostras virais foram inoculadas em trés linhagens celulares: CER,
Vero e BHK-21, conforme pode ser observado nos Quadros 2 e 3. Pode-se constatar
que as amostras virais estdo bem adaptadas em células CER, pois o pico dos titulos
ocorreu em células CER, e também pode-se observar que a amostra SHS-BR-121
apresenta os maiores titulos em um periodo de tempo inferior ao da amostra STG-SHS-
1439. Estes dados concordam o que foi encontrado anteriormente na analise estatistica

em relacao ao subtipo A e B.

A literatura cita diversas linhagens celulares que sao utilizadas para o
isolamento e propagacdo do AMPV. No Laboratério de Virologia
Animal/DMI/IB/Unicamp existem varias linhagens celulares que sao utilizadas
rotineiramente ou ndo para diversos virus, entdo buscou-se avaliar a suscetibilidades de
seis sistemas celulares (CER, Vero, BHK-21, HEp-2, MDBK e ED) para a multiplicagcdo das
duas amostras virais. As células CER e Vero sao utilizadas na multiplicagédo do AMPV, as
células ED sao utilizadas para o Herpesvirus Equino, as células MDBK sé&o utilizadas
eventualmente para o Virus Respiratorio Sincicial Bovino e as células HEp-2 s&o utilizadas
para o Metapneumovirus Humando. As células BHK-21 foram incluidas no estudo por
estarem disponiveis no laboratério e por serem citadas na literatura como sendo viaveis

para a multiplicacdo do AMPV.

O resultado da avaliagéo da suscetibilidade é apresentado nas Tabelas 5 e 6. As
amostras foram inoculadas por cinco passagens, observando a presenca de ECP

caracteristico. O estoque viral foi produzido em células CER. Nas células Vero e BHK-21 o
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ECP foi constatado na segunda passagem, na célula HEp-2 na quinta passagem, na célula
MDBK pouco efeito na quinta passagem e na célula ED nédo foi constatado ECP em
nenhuma passagem. Foi realizada a titulagdo viral na segunda e quinta passagem,
conforme o aparecimento do ECP. Também foi realizado um estudo comparativo de
titulacdo viral. A ultima passagem das amostras virais nas seis linhagens celulares foi
congelada e titulada. Foi feita a titulagcdo na célula homologa, onde o virus foi produzido, e
em CER, célula onde foi realizada a multiplicagéo do virus para a formacgéo do estoque
viral. Provavelmente o efeito citopatico ndo tem relacdo direta com o aumento do titulo
viral, pois a visualizacdo do ECP pode demorar, dependendo da célula, até 72 horas

enquanto que a presenca do AMPV pode ser detectada em 24 horas pela IFI.

Kong et al. (2006) observaram que os titulos de AMPV multiplicados cultivo
primario de células aviarias comparados com células Vero sdo menores. O trabalho
demonstra que o AMPV multiplicou-se em células FEG e QT-35 com baixos titulos,
enquanto que as células Vero apresentaram um titulo viral maior. Estas diferengcas nao
podem ser demonstradas na quantificacdo das proteinas N e P, provavelmente séo

codificadas por outros genes do AMPV responsaveis pela adsor¢éo e multiplicagao viral.

Em 2006 Tiwari et al. testaram a permissividade do AMPV em dezessete sistemas
celulares, sendo o estoque viral produzido em células Vero. As ceélulas BHK-21
apresentaram um titulo viral maior que células Vero, enquanto que nas células MDBK e
ED n&o foram constatadas multiplicacdo viral. Os resultados encontrados no nosso
trabalho confirmam as informag6es da literatura, pois encontramos titulos em células BHK-
21 que nao diferiram estatisticamente daqueles encontrados em CER. Nas células MDBK

e ED inoculadas com as amostras virais, foi obbervado pouca presenca de ECP na
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primeira e nenhum ECP na segunda célula, sendo o titulo viral bastante baixo para a
primeira célula e nenhum para a segunda. Patnayak et al. (2005) também utilizaram
diferentes sistemas celulares para o estudo e demonstraram que os titulos virais obtidos
nao foram estatisticamente diferentes quando comparados entre a titulacdo em células
homologas e em Vero. Perini et al (2007) utilizaram celulas HEp-2 com sucesso para
isolamento do Metapneumovirus humano, com aparecimento do ECP entre dois a trés
dias apos a inoculagcdo. Em nosso estudo pudemos constatar que esta céelula tambéem

pode ser utilizada como substrato para a multiplicagéo de amostras de AMPV.

Como um dos fatores importantes hoje na producéo de antigenos para os testes
sorologicos e para a producdo de vacinas € o custo, o ideal € que se tenha uma

multiplicagdo com altos titulos em linhagens celulares.

Para a purificacdo da amostra viral foi utilizada a técnica de gradiente
descontinuo de sacarose, que apresentou bons resultados. Dentre as técnicas de
purificagdo citadas na literatura foi utilizada a descrita por Gough & Collins (1989), com
modificagcdes. A purificacdo viral & citada por diversos autores, tanto para obtencdo de
uma amostra com menos residuos celulares para a visualizagdo na microscopia
eletrénica como tambéem para a produgéo dos anticorpos monoclonais. Nesta etapa
utilizou-se um gradiente de sacarose de 20 e 60% (p/p), sendo que os resultados
encontrados concordam com aqueles obtidos por Tanaka et al. (1996) e Obi et al.
(1997), que também realizaram a purificacdo do virus antes da imunizagdo dos

camundongos.
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A purificagéo viral antes da imunizagao dos camundongos tem sido utilizada por
outros autores, sendo que em 1989 Beeler & van Wyke Coelingh, utilizaram gradiente
de sacarose de 30 e 60% para purificar a amostra do Virus Respiratério Sincicial (RSV)
e Matheise et al. (1995) utilizaram um gradiente de 20 e 70% para produgcdo dos
anticorpos monoclonais para o Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV). Veits et al.
(2003) utilizou a técnica de purificagcdo para o virus da Laringotraqueite Infecciosa das
aves para a producao de anticorpos monoclonais. O virus passou por um ciclo de
ultracentrifugacao a 22000 X g, e centrifugacdo em gradiente descontinuo de sacarose
30, 40 e 50% (p/p), sendo o virus retirado da interface de 40 — 50% e ressuspenso em

PBS.

De acordo com os objetivos do nosso trabalho, foram produzidos anticorpos
monoclonais contra o AMPV através dos processos de fusdo de um pool de células
esplénicas dos camundongos imunizados e células de mieloma Sp2/0-Ag-14. Apos a
clonagem foram selecionados cinco hibridomas que permaneceram secretores de
anticorpos (1A5B8, 1C1C4, 1C1F8, 2C2E9 e 2A4C3) para os testes de neutralizacao

viral e inibicao da fuséo,

Para a deteccéo de anticorpos para o AMPV, tanto no soro de galinhas como
de perus utiliza-se o teste imunoenzimatico ELISA e autores que trabalham na
producéo de anticorpos monoclonais para os mais variados patdogenos o escolhem por

ser rapido, sensivel e relativamente barato (Heckert et al., 1994).

Para sensibilizacdo das placas de ELISA o antigeno pode ser preparado em

diferentes substratos, incluindo cultura de anéis de traquéia, fibroblasto de embrido de
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galinha, células Vero e CER (Matheise et al, 1995; Cook & Cavanagh, 2002), podendo
ser purificado ou nado, e isto depende das condicbes do laboratério e do tipo de

patogeno utilizado.

Chettle & Wyeth (1988), utilizaram placas sensibilizadas com 2ug/pogco de
antigeno viral purificado para detec¢ao de anticorpos para AMPV, enquanto Tanaka et
al. (1996) utilizaram 1ug/poco de antigeno viral purificado para sensibilizar as placas de
ELISA. Em nosso experimento foram utilizadas 2ug/pog¢o, uma vez que foram testadas
as concentragbes de 2 e 20ug/poco, de acordo com os Graficos 1 e 2. Como o
processo de purificacdo do virus é trabalhoso e n&o houve diferenga significativa nos
resultados, optamos por utilizar a quantidade menor de antigeno purificado,

concordando assim com o que foi encontrado por Chettle & Wyeth (1988).

Os anticorpos monoclonais podem ser utilizados em testes de ELISA para
detectar antigeno e podem ter utilidade para testes de ELISA indiretos e ELISA de
bloqueio, de maneira similar aos testes aplicados para diagnostico sorologico para
rinotraqueite bovina, peste suina classica e Newcastle (Veits et al, 2003). Em nosso
trabalho, para detecgé&o de anticorpos nos camundongos imunizados e tambéem para
selecdo dos clones produtores de anticorpos para a amostra SHS-BR-121 e verificagcédo
dos anticorpos no fluido ascitico produzido em camundongos, foi escolhido o teste de

ELISA indireto, que se mostrou bastante sensivel.

Czifra et al (1996) usaram ELISA indireto para selecdo dos hibridomas
produzidos para o virus de Newcastle (VNC), e posteriormente utilizaram os anticorpos

monoclonais, em um ELISA de bloqueio, para diferenciacdo dos sorogrupos do virus de
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NC ou para monitorar a disseminacéo do virus na populacéo aviaria. Para os autores o
uso de anticorpos monoclonais no teste de ELISA tem apresentado melhores resultados

que o teste de hemaglutinagéo.

Na caracterizagdo dos anticorpos monoclonais realizada através da isotipagem,
todos os anticorpos puderam ser isotipados. A vantagem do kit utilizado € a facilidade
Nno manuseio aliado a rapidez dos resultados. Diversos autores utilizam kits comerciais
em seus experimentos (Beeler & van WWyke Coelingh, 1989; Tanaka et al., 1996; Karaca
et al., 1992; Veits et al., 2003). Em nosso experimento obtivemos resultados de
isotipagem semelhantes aqueles encontrados por Tanaka et al. (1996) e Obi et al.
(1997), que também encontraram os isotipos 1gG1 e IgG2a e 1gG2b, utilizando

amostras de AMPV.

Para a obtengdo de uma quantidade maior de anticorpos podemos utilizar o
cultivo in vitro ou entdo através da inducao de fluido ascitico na cavidade peritoneal de

animais experimentais (Obi et al., 1997).

O fluido ascitico foi obtido apds inoculagéo dos hibridomas 1A5B8 e 1A4C3 em
camundongos previamente estimulados com Nujol (6leo mineral). Esta substéancia induz
um processo inflamatério na cavidade peritoneal promovendo a secreg¢éo de um fluido
denominado ascite. Foram obtidos respectivamente um total de 10 e 13,5 mL dos
camundongos induzidos. Outra substancia que pode ser utilizada na indugéo do ascite
€ o pristane, utilizado por Beeler & Coelingh, (1989). A escolha do 6leo mineral,
utilizado como estimulante em nosso experimento, concorda com os resultados obtidos

por Ashour et al (1990) e Obi et al (1997), sendo este mais barato e de facil obtencao
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comercial. O fluido ascitico, apos ser coletado e antes de ser armazenado foi testado
pelo teste de ELISA apresentando resultado positivo. Ashour et al. (1990) utilizou o

teste de ELISA para testar o fluido ascitico anti Rotavirus Bovino.

Estudo de relagéo antigénica, com técnicas convencionais, tem indicado diversas
similaridades entre amostras de AMPV. Varia¢des antigénicas das proteinas F e G do
virus Respiratoério Sincicial Bovino (BRSV) e o AMPV tem sido descritas. A glicoproteina
G é conhecida por ser a mais variavel do HRSV, o protétipo do género Pneumovirus
(Johson et al. 1987). As proteinas N e F apresentam-se altamente conservadas entre

os diferentes isolados de AMPV entre pneumovirus distintos.

Segundo Matheise et al. (1995) a analise da reatividade dos anticorpos
monoclonais produzidos para o BRSV demonstra que estes anticorpos reconhecem
epitopos da proteina F de cepas de HRSV, Estes resultados confirmam que os epitopos

da proteina F s&o conservados entre cepas de HRSV e BRSV.

Dos cinco anticorpos monoclonais testados para inibicdo da fuséo e
neutralizagéo viral dois ndo foram capazes de inibir a fusdo e apenas um nao

apresentou habilidade para neutralizar a agao do virus.

Trabalhos de Matheise et al (1995) e Obi et al. (1997) apresentaram resultados
semelhantes, onde também foi encontrada correlagéo entre a inibicdo da fusdo e a
neutralizagédo viral. No trabalho de Matheise et al. (1995) dois dos quatro anticorpos
monoclonais foram capazes de neutralizar a atividade viral e inibir a formacado de
sincicio, sendo que a inibicdo da fusao foi dependente da concentracéo dos anticorpos

monoclonais. Os dois anticorpos monoclonais que inibiram a fuséo tinham titulos de 20
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— 50 vezes maiores que os outros. O presente trabalho sugere que os epitopos
neutralizantes tem relacao préxima com os sitios de fusdo da proteina F, tentando fazer

uma correlagéo entre a fusdo na célula e a infec¢gdo no animal.

Czifra et al (1996) demonstraram a habilidade dos anticorpos monoclonais
inibirem a infectividade de um dos isolados. No entanto nove falharam em demonstrar
alguma redugé&o na infectividade quando comparados com o controle. Um dos
anticorpos apresentou alguma neutralizacdo mas a diluicdo utilizada (1:20) n&o foi
capaz de reduzir em 50%. Dois anticorpos monoclonais apresentaram 50% na reducao

da infectividade com titulos de 1/368 e 1/2080 respectivamente.

De acordo com Beeler & van Wyke Coelingh (1989) foi realizado o teste de
neutralizag&o viral com os anticporpos monoclonais e com o fluido ascitico. O teste de
inibicdo da fuséo foi realizado somente com os anticorpos monoclonais,_sendo o titulo
neutralizante e o titulo da inibicdo da fusdo expressos como a reciproca da maior

diluicdo dos anticorpos monoclonais que inibiram 95% do efeito citopatico.

Os estudos de neutralizagéo cruzada foram utilizados para avaliar a variagao
antigénica dos epitopos para a proteina F que ocorre na natureza (variagdes

antigénicas demonstradas pelo uso de AcM).
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7. Conclusodes

O isolamento viral do Metapneumovirus Aviario pode ser realizado em

células FEG e CER a partir de material de campo.

As amostras virais SHS-BR-121 e STG-SHS-1439 podem ser propagadas
em células FEG, CER, Vero e BHK-21, sendo o0s maiores titulos

encontrados em células CER.

As células HEp-2, MDBK e ED né&o sdo sistemas celulares adequados

para a replicacdo das amostras virais do Metapneumovirus Aviario.

O Metapneumovirus Aviario do subtipo A tem um tempo de multiplicagéo
nos sistemas celular avaliado menor e um titulo maior se comparado com

0 subtipo B.

Apés as fusbes celulares foram produzidos cinco anticorpos monoclonais,

denominados 1A5B8, 1C1C4, 1C1F8, 2C2E9 e 2A4C3.

Dos cinco anticorpos monoclonais, trés possuiam atividade

soroneutralizante e apresentaram inibigéo da fuséo.

Os cinco hibridomas apresentaram resultados positivos ao teste de

Soroneutralizagdo cruzada contra o virus homologo.
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