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Abstract

Dani, M.A.G.C. (1998) Pneumovirus Aviario (PVA): detecgiio por RT-PCR guimicluminescente e
caracterizagéio dos isolados brasileiros por andlise com enzimas de restri¢io e seqiiénciamento. Tese
de Mestrado, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP,

Republica Federativa do Brasil.
Keywords: virology, polymerase chain reaction, molecular biology.

Avian Pneumovirus (APV) causes an acute respiratory tract infection both in turkeys (turkey
rhinotracheitis) and chicken (swollen head syndrome) with sudden onset and rapid spread through
the flocks. In this study, immunochemiluminescent Southern blot RT-PCR assay was employed to
detect a F gene transcript of the avian pneumovirus (APV) in two European turkey isolates and two
Brazilian chicken isolates. Limiting dilution PCR was performed to comﬁaarc the sensitivity of
immunochemiluminescent Southern blot assay and nested PCR (nPCR) assay. The sensitivity and
specificity of immunochemiluminescent Southern blot RT-PCR assay were :comparable to that of
nPCR, and at least 100 fold more sensitive than a single PCR ampiiﬁcationi Sequence analysis of
the 175 bp product of the F gene revealed 100% identity with earlier reported PVA sequences. We
characterized the Brazilian isolates using restriction analysis and sequencing of a 600 bp fragment

of the G gene and conclude that the isolates belong to the APV subgroup A.



Resumo

O Pneumovirus avidrio (PVA) causa infeccio aguda no trato respiratorio em perus (rinotraqueite
dos perus) e galinhas (sindrome da cabeca inchada) com inicio abrupto ¢ disseminagio rapida.
Neste estudo, foi padronizada a reagiio de RT-PCR (iuimioiuminescente:para detecgio de um
transcrito do gene F do PVA em dois 1solados europeus ¢ dois isolados brasileiros. Foram realizadas

PCRs de diluigio limitante utilizando-se RT-PCR quimioluminescente e “nested PCR” (nPCR) para
a comparacdo quanto a sensibilidade e especificidade entre as metodologias na detecglio de PVA. A

sensibilidade e especificidade da RT-PCR quimioluminescente foram semelhantes as da nPCR e
100 vezes mais sensivel que uma unica PCR. O seqiiénciamento dos produtos de 175 pb do gene F
revelaram 100% de homologia com seqiiéncias depositadas no banco de dados. Fm seguida foi
realizada a caracterizagfo dos isolados brasileiros através de RT-PCR, andlise com enzimas de
restrigio e seqiiénciamento automatico de um fragmento do gene G. O¢ produtos de 600 pb
correspondentes aos primeiros 600 nucleotideos do gene G dos isolados SFIS BR 119 e SHS BR
121 revelaram 99% de similaridade com 3 isolados do subgrupo A e 87% de similaridade com

1solados do subgrupo B depositadas no banco de dados.



Lista de abreviaturas e sinénimos

APS- Persulfato de aménio

pb- pares de bases

cDNA- DNA complementar

DNA- Acido Desoxiribonucleico
dNTP- Desoxinucleosideo-trifosfato
CER- célula rude de embrido de galinha
DO- Densidade optica

ECP- Efeito citopatico

EDTA- Acido etilenodiaminotetracético
ELISA- Ensaio imunoenzimatico
MMEE- Meio minimo essencial de Eagle
mRNA- RNA mensageiro

nPCR- “nested PCR”

PBS- Tampdo fosfato

PCR- Reagdo em cadeia da polimerase
PVA- Pneumovirus aviario

RNA- Acido ribonucleico

VRSH- Virus respiratorio sincicial humano

RT- Transcrigdo reversa

SCI- Sindrome da cabega inchada
SFB- Soro fetal bovino

SPF- “specific pathogen free”
TBE- Tris borato EDTA

TRT- Rinotraqueite dos perus
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Introducio

A rinotraqueite de perus (TRT) foi primeiramente descrita em 1978, na Africa do Sul
(Buys ef al., 1989), e reconhecida logo depois na Europa (McDougall & Cock, 1986). A infecglo ¢
causada por um Pneumovirus avidrio (PVA) que também infecta galinhas causando a "sindrome da
cabeca inchada" (SCI) (O'Brien, 1985). O agente causal foi isolado e mostrou-se similar a membros

da familia Paramyxoviridae, com cadeia Unica, nfo segmentada, de RNA de sentido negativo

(McDougall & Cook, 1986; Picault ef af., 1987, Buys et al., 1989). Os virions sdo pleomorficos,

embora predomine a forma esférica, com tamanho variando entre 70 a 600 nm de didmetro. Sio
sensiveis a solventes lipidicos, termolabeis, sem hemaglutininas e neuraminidase (Girauld er a/,
1986; Collins er al, 1986, Wieth e al., 1987). |

As sequéncias das regides intergénicas derivadas de mRNAs policistrdnicos e PCRs
obtidas com iniciadores de diferentes genes mostram que a ordem do genoma € 3’F-22K-5-G5”.
Esta ordem difere da encontrada nos Paramyxovirus e Morbillivirus, que ndo possuem o gene 22K,
e do virus respiratério sincicial humano (VRSH) e o virus da pneumonia de camundongos, que
possuem genes F e 22K localizados ap6s o gene G (Ling e al,, 1992}, |

A infeccdio por PVA foi detectada sorologicamente em diversos paiszesg incluindo Africa do
Sul (Buys, 1980), Israel (Weisman, 1988), Franca (Drouin ef al., 1985), Iﬁglaterra (Wieth er al.,
1987), Marrocos (EL Houadfi, 1991), México (Decanini, 1991) ¢ Brasil (Amns & Hafez, 1992); e o

virus foi isolado na Inglaterra (Jones ef al., 1987), Franga (Picault ef /., 1987), Alemanha (Hafez,

1992), Brasil (Arns & Hafez, 1995) e Estados Unidos (Nagaraja ef al., 1997).
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O PVA causa infec¢fio aguda no trato respiratério em perus € em frangos com evolugio
rapida. Os sinais clinicos sdo geralmente leves, mas a presenga de agentes bacterianos secundarios
pode agravar o quadro clinico, levando ac 6bito. A infec¢dio com o virus isoladamente Tesulta em
mortalidade de aproximadamente 3% dos casos.

Perda de peso em perus e queda de produgio de ovos em galinhas sfio consequéncias
frequentes da infecgio. A gravidade dos sintomas, duragio da doengﬁa ¢ mortalidade s#o
extremamente varidveis e influenciados por fatores ambientais como: p;ecérias condigles de

manejo e higiene, alta densidade de aves, ventilagdo inadequada, alto nivel de amonia, e tipo de

infecciio bacteriana associada (Hafez, 1992). Os sinais clinicos podem ser qbservados em frangos
de corte, poedeiras, matrizes, faisdes, galinhas de angola e perus (Gough et ézl., 1988). Em frangos
de corte os sintomas iniciais incluem coriza, conjuntivite e aumento da glandula lacrimal. Apés 12 a
24 horas, observa-se edema periocular que progride anteriormente para & fac:'e, ¢ caudalmente, para
o tecido subcutineo mandibular (Morley & Thomson, 1984). Aves matrizes apresentam sinais
neurologicos caracterizados por torcicolo e movimentos repentinos da cabega apés 72 horas
(Morley & Thomson, 1984). A doenga afeta estas aves primariamente no pico da postura, ou logo
ap0s estas terem entrado em fase de produgdo. Os sintomas inicials incluém falhas respiratorias
brandas, rinite e conjuntivite, seguidas de torcicolo e opistétono, edema facial uni ou bilateral que
progride para toda a cabega (Hafez & Loehren, 1990; Ams & Hafez, 1992). Estes sintomas sdo
observados em poedeiras, onde também se nota diminui¢io na qualidade dos ovos (Hafez, 1992) e

reduciio na produciio de ovos de 2 a 3% por 1 a 2 semanas (Hafez & Loehren, 1990; Bell &

Alexander, 1990).

As perdas econdmicas em frangos de corte devido a SCI situam-se em torno de 1% a 3%

em condigdes favoraveis, e 20% a 30% quando ocorrem complicagbes respiratorias ou infecgdes
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secunddrias. Em matrizes e poedeiras a mortalidade fica em torno de 1 a 3%, porém ocorre queda
de postura de 1% a 10% durante 2 a 3 semanas e aumento de morte embrionéria em incubadoras,
em torno de 3% a 10% (Morley & Thomson, 1984; O' Brien, 1985, Bell & Alexander, 1990; Hafez
& Loehren, 1990).

O diagnostico laboratorial do PVA inclui o tsolamento em cultivos primarios de embrido
de galinha (Picault e al., 1987), inoculagio em ovos embrionados, e multiplicagiio em células CER
("chicken embryo rough") (Hafez, 1991). A detecgfio viral pode ser realizada através das técnicas de

imunofluorescéncia e imunoperoxidase (Baxter et al., 1986). As técnicas de soroneutralizagfio e os

ensaios imunoenzimaticos sdo mais empregados para o diagnostico do PVA. Os resultados obtidos
pelas duas técnicas mostram boa correlagio (Picault er af., 1987, Cook ef al,1988; Hafez &
Loehren, 1990). O desenvolvimento de ELISA possibilitou a detecgiio de reépostas sorologicas 11
dias apds as aves terem sido contaminadas pelo PVA, com sensibilidade de 98,7% e especificidade
de 99,5%. As técnicas convencionais utilizadas no estudo da relagéio antigénica entre isolados de
diferentes paises indicam uma estreita similaridade entre esses isolados. Entretanto, testes de
soroneutralizagio e ELISA cruzados com soros policlonais e anticorpos monoclonais sdo capazes
de detectar variagdes entre estes isolados (Collins er a/., 1993).

A comparagfo entre varios isolados europeus de PVA por ELISA ¢ por soroneutralizacdo
sugerem que embora eles sejam relacionadas entre si, hd uma grande diversidade entre 0s Mesmos
(Cook et al., 1993 a/b). Dados posteriores foram obtidos de sete isolados diferentes de PVA de

diferentes paises europeus. Esses isolados mostraram-se antigenicamente relacionados, mas
puderam ser separados em dois grupos distintos. A ndo relagfio antigénica detectada nesses ensaios
pode ser devida a componentes internos altamente conservados, mas ha grandes diferengas entre

outras proteinas virais (Collins er al., 1993).
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Os dois principais antigenos do PVA so o F ("fusion") e o G ("attachment”). A
glicoproteina G € conhecida por ser a proteina mais variavel no virus respirétério sincicial humano
(VRSH), o pneumovirus prototipo (Johnson er al., 1987). Dados obtidos por determinagfo da
sequéncia nucleotidica do gene G de 5 isolados diferentes de PVA obtidos em diferentes paises
Europeus em diferentes tempos, dos quais 4 sfo os mesmos estudados por Collins ef a/.,,1993,
indicam variag3o consideravel na sequéncia de aminoacidos da glicoproteina G, evidenciando dois

subgrupos distintos (Juhasz & Easton, 1994).
A dedugo da sequéncia de aminoacidos da glicoproteina de fusdo do PVA revelou grande

identidade com a proteina homdloga do VRSH, e constituiu a primeira .evidéncia baseada em
sequéncia de aminoédcidos de que o PVA ¢ um Pneumovirus, o primeiro género a ser descrito em
aves (YU et al., 1991). A glicoproteina F do PVA tem homologia na sequéncia de amino4cidos de
39% com a proteina homologa do VRSH e apenas metade disto com membros dos outros dois
géneros. Ocorre também extensa similaridade de aminoécidos entre as proteinas codificadas pelos
genes da Matriz (M) e 22K (ou M2} (Yu et al,, 1992), e estruturas conservadas nas proteinas
codificadas pelo VRSH (Ling et a/., 1992). Uma caracteristica que distingue 0S pneumovirus
humanos dos outros dois géneros (Paramyxovirus e Morbillivirus) é a produgfo de M2, que
também ocorre em células infectadas por PVA (Cavanagh & Barret, 1988; Ling & Pringle, 1988,
1989).

O uso da PCR na detecgio de PVA em perus e galinhas demonstrou a vantagem de

detectar pequenas quantidades de virus sem a necessidade de oufros testes confirmatdrios e de testes

preliminares. Por ser altamente especifica, a PCR nfio ¢ afetada pela presenga de outros patogenos e
pode ser de suma importincia para caracterizacdo do isolado viral do ponto de vista genético

molecular ¢ em estudos epidemiologicos (Jing et al., 1993).
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Duas metodologias de nPCR foram descritas para detecgiio de PVA através da
amplificacio de fragmentos da glicoproteina F (Jing er a/., 1993; Mase ef &l., 1996). No entanto,
nPCR consome muito tempo, possui um alto risco de contaminagio e pode' gerar resultados falsos
positivos. Trabalhos recentes incluem ¢ uso de sondas quimio]umiﬂescentés e fluorescentes, que
possuem uma série de vantagens sobre metodologias classicas como nPCR incluindo diminuigfo do
risco de contaminagdo, aumento da sensibilidade e menor tempo e trabalho (Durigon ef al., 1994;

Holtke ef al., 1992).
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Objetivos

1- Padronizar as técnicas de nPCR e RT-PCR quimioluminescente para o detecglo do gene F de

PVA.

2- Comparar a sensibilidade e a especificidade das técnicas de nPCR e RT-PCR

quimioluminescente.

3- Caracterizar os dois isolados brasileiros através de andlise com enzimas de restricio e

seqiénciamento da regifio gendmica G do PVA.
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1. Material e Métodos

1.1. Virus e Células

Foram utilizados os seguintes isolados de PVA:

a) STG 761/88: isolada de perus com sintomas de rinotraqueite, no Laboratério Estadual de

Stuttgart, Alemanha, apos 16 passagens em células CER (“chicken embryo rough”™).

b) BUT 1=8544: isolada de perus em cultura de anel traqueal em embrifio de galinha SPF (“specific
pathogen free™), apés varias passagens. Proveniente da "British United Turkeys Ltd" (BUT),

Chester, Inglaterra.

¢) SHS BR 119: isolada de aves matrizes com SCI apos 16 passagens em células CER, previamente
adaptada em cultura de anel de traquéia, proveniente do Laboratorio de Virologia, Departamento de

Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP, Sio Paulo (Ams & Hafez, 1995).

d) SHS BR 121: isolada de aves matrizes com SCI apés 18 passagens em células FEG (fibroblasto
de embrifio de galinha) mais anel de traquéia com passagens simultineas, proveniente do

Laboratério de Virologia, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia,

UNICAMP, Campinas, S8o Paulo (Ams & Hafez, 1995).
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As células CER foram doadas pelo Prof. Dr. H. M. Hafez do Laboratério Estadual de

Stuttgart, Alemanha. Estas células parecem resultantes da mistura de célula priméria de embrifo de
galinha com célula renal de Hamster. As células foram cultivadas em garrafas de 75 cm? (Falcon
3023), com 2 x 107 células/mi (concentragfio inicial), em meio MEM (Meio Minimo Essencial-

Cultilab) com 10% de soro fetal bovino {SFB Sigma Chemical Company), por 48 horas, a 37°C.
Todas as amostras foram adaptadas ao crescimento em células CER ap6s passagens

sucessivas. Esta adaptag8o foi feita por Arns e colaboradores (comunicacfio pessoal).

1.2, Propagaciio viral

As amostras virais foram inoculadas em garrafas (Corning) de células CER ap6s formagéo
completa da monocamada celular (aproximadamente 24 horas apos tripsiniz;aqﬁo). Nas garrafas de
175 cm® e de 75 cm” foram adicionados 8,0 ml e 3,0 mi de indculo por ganafa de cada isolado viral,
respectivamente. Desprezou-se 0 meio antigo de cada garrafa e apés lavagem da monocamada
celular com meio minimo essencial de Eagle (MMEE) ou PBS estéril, adicic}nowse o inéculo viral.
As garrafas foram entfio incubadas a 37°C. O mesmo procedimento foi realizado para o controle
negativo (garrafa controle, sem adiciio do indculo). Apds 1 hora de incébagﬁﬂ completou-se ©
volume para 30 ml (garrafas de 75 cmz) ou 70 ml (garrafas com 175 cmz) com meio Eagle. Apds
incubagio a 37°C durante 2 a 3 dias [até observagio de 70-80% de efeito citopatico (ECP)] as

garrafas foram congeladas ¢ apés alguns dias descongeladas, agitadas e centrifugadas em tubos

estéreis durante 15 minutos a 2000 rpm. Apos centrifugagfio, os sobrenadantes foram aliguotados
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em frascos de 2.0 ml (Coming) e guardados no freezer (-70°C). Realizou-se sempre a titulagfo viral

para obtencdo do titulo da amostra de cada isolado viral.

1.3. Determinacio do titulo infectante viral

As amostras de PVA foram tituladas em placas de poliestireno de 96 cavidades (Corning).

As titulagdes foram sempre realizadas em duplicata e os titulos (DICTsp) calculados pelo método de
Reed & Muench (1938). Em cada placa adicionou-se 50 ul de MMEE nas cavidades destinadas &

titulaglio viral e 100 pl nas cavidades destinadas ao controle de células. Foram realizadas diluices de
raziio constante igual a 10 (107 a 10%) de cada isolado viral em tubos de ensaio. Em seguida, foram
inoculados 50 1l de cada diluigiio em cada cavidade da placa de microtiuﬂagiié no total de 8 cavidades
por diluicio e adicionados 50 pl de uma suspens3o de células CER, previamente tripsinizadas em
MMEE com 10% de SFB e 1% de antibiotico, completando um volume final de 100 ul/cavidade. A
incubagdo foi realizada em estufa de atmosfera imida de CO, a 37°C (Forma Scientific) por 5 dias. As

leituras foram feitas através da constatagio de ECP em microscopio invertido (Carl Zeiss). O Quadro 1

mostra os titulos virais de cada amostra.
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QUADRO 1 - Titulos infectantes virais das amostras de PVA apos passagens em células CER

" STG761/88

'SHSBR 119

* Dose infectante de 50% em cultura de tecido (por ml)

1.4. Extracao do RNA viral

Para cada amostra dos diferentes isolados virais de PVA foi; realizado o seguinte
procedimento: duas garrafas de 75 cm? (Coming) foram inoculadas com 1 ml de PVA. Apds
incubaggio por 24 horas a 37°C (aproximadamente 40% ECP) desprezou-se 0 meio de cada garrafa,
raspou-se a monocamada celular com auxilio de uma pipeta descartdvel ¢ em um tubo Eppendorf
adicionou-se a este raspado 500 pl de tiocianato de guanidina-fenol (Trizol-Gibco BRL) para 107
células. Em seguida foi adicionado 200 pl de cloroférmio e apds centﬂfugagéo a 12,000 rpm, a
4°C, por 15 minutos, foi separada a fase aquosa contendo o RNA qﬁe foi recuperado por
precipitaciio com 500 ul de isopropanol (15 minutos de repouso a 4°C) sgguida de centrifugacéo
(12.000 rpm, a 4°C, por 12 minutos).Depois dessa fase foi adicionado ao pellet 800 pl de etanol e

ap6s centrifugagdo a 7.500 rpm a 4°C por 8 minutos, e secagem por evaporacio do pellet formado,
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este foi resuspendido em 30 ul de EDTA ImM (pH 7.0) e armazenado a -70°C. Devido &

instabilidade do RNA, iniciou-se a sintese do cDNA (transcri¢iio reversa - TR) logo em seguida.

1.5. RT-PCR

Foram realizadas trés metodologias de PCR: nPCR (esquema 1) e RT-PCR

quimioluminescente (esquema 2) para amplificagiio de um fragmento do gene codificador da

glicoproteina F (“fusion”) do PVA utilizando-se os iniciadores PCRFst, FGRH ¢ AN17, descritos por

Jing et al,, 1993, com o objetivo de se avaliar a sensibilidade, especificidade e eficicia das duas
metodologias; e RT-PCR para amplificacdo de um fragmento de 600 pb do gene codificador da
glicoproteina G, utilizando-se os iniciadores TRTG3 e TRTG6 descritos por'."fuhasz & Easton, 1994,
para posterior andlise com enzima de restrigio e seqiiénciamento. Todos os iniciadores foram
sintetizados e gentilmente doados pelo Instituto Ludwig para este estudo.

O cDNA foi sintetizado segundo metodologia descrita no quadro _2. O protocolo de PCR
descrito no quadro 3 foi mantido para todas as PCRs, nPCRs ¢ PCRs quimioluminescentes para
amplificagdo dos fragmentos do gene F, utilizando-se os iniciadores especificos de cada reagfio. A
tabela 1 mostra a localizagdo dos diferentes iniciadores utilizados nas 3 PCRs e o quadro 4 o

protocolo de PCR “hot-start" utilizado para amplificagio do fragmento de 600 pb do gene G.
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Esquema 1. “Nested PCR” (Gene F)

Iselamento do RNA viral

> AAAAAA
e DAAAAA

. AAAAAA
AAAAAA

%

Célula ou tecido

’ Sintese do ¢cDNA

RNAm AAAAAA
cDNA PCRFst AAAAAA
PCRFst
PCR
Primeiro ciclo FGRH
PORFst

Segundo ciclo

FGRH

35 ciclos




“Nested PCR” (continuaco do esquema 1)
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35 ciclos

{

Eletroforese em gel de agarose +
brometo de etidio




Esquema 2. RT-PCR quimioluminescente (Gene F)
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isolamento do RNA viral

. o AAAAAA
o AMAAAA |

, . AAAAAA
Célula ou tecido AAAAAA

. Sintese do cDNA

RNAm AAAAAA
1 W"— EHIE e .
cDNA ———==P(RFs
‘v PCR

Primeiro ciclo cDNA

DG FGRH

Segundo ciclo

PCRFst

L
DG FGRH

\

35 ciclos




RT-PCR quimioluminescente (continuacio)
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DI
DIG—

DfG—/——
DI

Fletroforese em gel de agarose

Transferéncia e detecgio
com anti-Ii-AP

membrana
de nylon

At A 5

Detecciio com SPD




Quadro 2: Sintese de cDNA

Em um tubo Eppendorf:

RNA (extracdo) S5ul

tampdo 2X] ] 20 ul

dNTP 10 pmol/ul 6 ul

transcriptase reversa [SuperScript II- Gibco BRL (200U/ul)] 1ul

iniciador sentido negativo(20 pm/ml) 54l

inibidor de Rnase (RINAsin-Ribonuclease Inhibitor-Promega) Tul

60 minutes a 42°C

Congelamento a -70°C

gene F: iniciador PCRFst gene G: iniciador: oli (dT)
Quadro 3: PCR (gene F)

Em um tubo Eppendorf:

cada iniciador (20 pmol/ml) 1,0 ul

cDNA (50 ng/ml) 5,0ul

dNTP 1,25mM 50ul

tampdio de PCR 10 X [ ] 5,0 ul

Tag 5U (Cenbiot) 0,4 ul

Agua milliQ esteril gsp. 50 ul

A PCR foi desenvolvida em 35 ciclos sob as seguintes condicfes:
940C; 20 segundos; 520C; 20 segundos ; 720C; 20 segundos.
Eletroforese em gel de agarose 2% com brometo de etidio

U.v.
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Quadro 4: PCR “hot-start” - tubos HOT START 100 tm-Gibco BRL (gene ()

Tubo Eppendorf:

cada iniciador [TRTG3 e TRTG6] (20 pmol/ml)] 1,0 ul
c¢DNA (50ng/ml) 5,0 ul
dNTP 1,25mM 5,0ul
tampéo de PCR 10 X [ ] ' 5,0 ul
Taq 5U (Cenbiot) 0,4 ul
agua milliQ estéril gsp. 50 ul

A amplificagiio foi realizada em 35 ciclos:

940, 24 segundos; 559C, 45 segundos; 759C, 45 segundos.

Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e revelagiio com nitrato de prata

Tabela 1. Localizagéio dos iniciadores nos genes codificadores das glicoproteinas F ¢ G do PVA

PCRFst  5-AAATAACTTAACTGACATAAGCCAT-3  1612-1636  F

1462-1481

5.GATGCCAAGAGCAAGGCTGG-

oligo(dT) GGCCCGGG_A_AG_(_;r'i ITTT ITTTTTTTTAues  poli-A G
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1.6. RT-PCR gquimioluminescente

A RT-PCR quimioluminescente foi realizada segundo metodologia descrita no quadro 3,
utilizando-se os iniciadores PCRFst ¢ FGRH, marcado com DIG (Genemed Biotechnologies, Inc.
San Francisco, USA). Apos eletroforese em gel de agardse 2% as amostras dos diferentes isolados
amplificados foram transferidas para membrana de nylon e revelados com substrato

quimioluminescente “Disodium 3-(4-methoxyspiro{1,2-dioxetane-3,2-(5-chloro)tricyclo [3.3.1.1*7]

decan}-4 y1) phenyl phosphate” (CSPD®-Boehringer Mannheim),
1.7. Andlise com enzimas de restricio

Os produtos de PCR representando o fragmento de 600 pb do gene G de cada isolado
foram digeridos com as enzimas de restrigio Afu [ € Rsa I (Gibco BRL) conforme esquema 3. Para
cada amostra foi realizado o seguinte procedimento: em um tubo Eppendorf de 0,5 ml foram
adicionados: tampdo 10X, 1 ul; enzima de restrigio, 1 ul; agua miliQ estériL 4 nl, produto de PCR,
4 pl. A mistura foi agitada gentilmente e incubada a 37°C, por 12 horas. A detecgfio foi realizada
por eletroforese em gel de poliacrilamida 8% ¢ revelagio com nitrato de praj;a segundo metodologia

descrita por Sanguinetti ef al., 1994,



Esquema 3. Analise com enzimas de restrigao

Digestdo com enzima Digestdio com enzima
de restrigo ALU I de restricio RSA

y

'

Fragmentos ALU I Fragmentos RSA [

v v

Separacio por cletroforese em Separaciio por eletroforese em
gel de poliacrilamida 8% e revelagio gel de poliacrilamida 8% e revelacio
com nitrato de prata com nitrato de prata

v
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1.8. Eletroforese

Gel de Agarose

Os produtos de PCR, nPCR e PCR quimioluminescente foram submetidos 4 eletroforese
em gel de 2% de agarose ¢ corados com brometo de etidio segundo metodologia descrita no
apéndice 1 (Sambrook et al., 1989).

Apos coloragio, o DNA amplificado por PCR quimioluminescente foi transferido do gel

de agarose 2% para membrana de nylon e realizada a reag@io de Imunoquimioluminescéncia.

Gel de Poliaerilamida

Os produtos de 600 pb e os produtos obtidos apbs digestdo com as enzimas de restri¢iio
foram submetidos a eletroforese em gel de 8% de poliacrilamida em TBE pH 8,3 ¢ coloragdo com

nitrato de prata segundo metodologia descrita por Sanguinetti ef a/., 1994 (apéndice 2).

1.9. Transferéncia para membrana de nylon

A transferéncia de DNA do gel de agarose para a membrana de nylon (carga positiva,

Boehringer Mannheim) foi realizada utilizando-se o Vacuum Blotter Modelo 785 (Bio Rad) ¢

presséo de 12 mmHg com tampéo 20 X 35C 3M (NaCl, citrato de Na 03M pH 7.0) durante 90

minutos conforme instru¢des do fabricante descritas no apéndice 3.

!
%
i

B

b2 N PR FREERFEER S T -
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O mesmo procedimento foi realizado em uma segunda etapa utilizando-se o iniciador
FGRH marcado com digoxigenina e o miciador PCRFst e as mesmas condigBes que as descritas no
quadro 3. O DNA foi transferido para membrana de nylon e detectado por quimioluminescéncia

utilizando-se o protocolo descrito acima.

1.12, Clonagem e seqiiénciamento

Apos coloragdo, os DNAs amplificados dos 4 isolados foram purificados utilizando-se o
Gene Clean I1® (Bio 101 Inc.) (Figura 5) conforme metodologia descrita no apéndice 4. Os produtos
de 600 pb (gene G) e os de 175 pb (gene F) dos isolados brasileiros SHS BR 119 ¢ SHS BR 121
foram clonados em vetor pUCI8 utilizando-se o Sure Clone®Ligation Kit (Pharmacia-Biotech)
(esquema 4), transformados em bactérias, purificados [Wizard® Miniprep Purification System

(Promega)] e seqiiénciados no seqiiénciador automatico ALF Express (Pharmacia).

Reacfo de formacéo de extremidades cegas e fosforiladas

A reaglio para formacfio de extremidades cegas e fosforiladas foi montada adicionando os
seguintes componentes em 1 tube de microcentrifuga: produto de PCR, 12 ul; fragmento de

Klenow, 1 ul; tampdo 10X, 2 ul; T4 kinase de polinucleotideo, 1ul; 4gua destilada estéril gsp., 20

pl. Os componentes foram misturados suavemente e os tubos centrifugados rapidamente e

incubados a 37°C por 30 minutos. Em seguida foram adicionados 20 ul de fenol/cloroformio e apds
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agitagBo no vortex, os tubos foram centrifugados por 1 minuto, a fase aquosa superior coletada foi

purificada em coluna MicroSpin, segundo procedimento descrito no apéndice 3.

Ligacfio do produto de PCR ae¢ vetor

O produte da PCR foi ligado ao vetor com extremidades cegas desfosforiladas. A reacio foi

montada adicionando-se em um tubo Eppendorf os seguintes componentes: efluente da coluna
(produto kinado), 7 pl; 50 ng de vetor desfosforilado, 1 pl; tamp#o de ligagdo, 10 ul; T4 DNA

Hgase,1 ul; DDT, Ipk; agua milliQ estéril qs.p 20pl. Os componéntes foram misturados
gentilmente ¢ os tubos centrifugados rapidamente. A mistura de reaglo foi incubada a 16°C, por 3
horas.

Ap6s a ligaclio foi realizada reaglio de PCR para o produto ligado a fim de se confirmar a
ligagiio do fragmento com o vetor pUCIS, conforme apéndice 6. Seguindo procedimentos

estabelecidos, transformaram-se as células competentes DHS - o (E. coli rec -).

Transformacio

As células competentes DH5-o foram retiradas do freezer a -70°C e colocadas no gelo para
descongelamento lento. Em seguida foram pipetados 50 ul das células competentes em um tubo
Eppendorf e 7ul de produto ligado. A reagdo foi mantida no gelo por 30 minutos. Apds este periodo

foi realizado o choque térmico (42°C por 1 minuto, gelo por 2 minutos). Aos 57 ul de células

submetidas ao choque foram adicionados a 1 ml de meio LB liquido + carbenicilina em um tubo
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Falcon de 15 ml e apds incubagfio a 37 °C por 1 hora, sob agitagio, as bastérias foram plaqueadas
(200 pl/placa em meie LB sdlido) segundo apéndice 7.
Foram realizadas PCRs das colonias (apéndice 6) para confirmar presenca do fragmentos

desejados (600 pb ou 175 pb) antes da purificacfio e seqiiénciamento.

Purificaciio

A purificagio do DNA clonado e transformado em bactérias foi realizada utilizando-se o

sistema WIZARD®MINIPREP (PROMEGA).

Selecionou-se a coldnia em 5 ml de meio LB com 50ug/ml de carbenicilina ¢ incubou-se sob
agitago a 37°C por 12 a 14 horas. Em seguida foram centrifugados 3 ml degsta cultura a 14.000 rpm
por 4 min. (2 X em tubo com 1,5 ml). Foram adicionados 150 ul de tampao de ressuspensdo, 150 pl
de tampéo de solugfo de lise (homogeneizados por inversio até que a solugio ficasse clara) e 150 ul

de solugiio de neutraliza¢8io (homogeneizados algumas vezes; a proteina precipitou com coloragio
branca). Apés centrifugaco a 14.000 rpm, o sobrenadante foi transferido para um tubo de 1,5 ml
novo, adicionou-se 500 ul da resina (agitada antes de usar) e homogeneizoﬁ-se por inversdo durante
15 min.

As colunas foram lavadas com 2,5 ml de solucdo de lavagem, secas por centrifugagiio a

14.000 rpm por 1 min., colocadas em tubos de 1,5 ml rotulados. Adicionou-se 50 ul de 4gua para

PCR a 70°C ¢ centrifugou-se a 14.000 rpm por 1 min. O produto clonado e purificado foi, entdo,

seqiiénciado.
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Seqiiénciamento

O sequiénciamento foi realizado no seqiiénciador automatico ALF Express (Pharmacia). As
sequéncias obtidas foram confrontadas com sequéncias depositadas em banco de dados, usando o

programa BLAST, acessado via Internet.



Esquema 4. Clonagem de fragmentos de PCR no vetor pUC18

36

PCR

A3: Produte de PCR com nucleotideo
A pendente na extremidade 3°

[EL IR
>

Eletroforese em gel de agarose

1) Purificagiio do produto de PCR
‘, 2) Reacdie com as enzimas Klenow ¢ PNK
3) Purificaciio em coluna MicroSpin

P

p Produto fosforilado com eéxtremidades
cegas e fosforilad as

' Ligaciio ao vetor
pUC 18 Sma/ BAP
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2, Resultados

Apoés diluigdo dos cDNAs de todos os isolados para 50 ng/ul, a PCR amplificoun o
fragmento de 541 pb do gene codificador da glicoproteina F somente no isolado SHS BR 121
[Figura 1 (A)], enquanto que a nPCR amplificou o frﬁgmento de 175 ;%)b de todos os isolados
[Figura 1 (A)].

O isolado SHS BR 119 (Figura 2) nfio foi detectado na RT-PCR, tendo sido detectado até
diluighio de 10™ por nPCR e por quimioluminescéncia, o que revela igual sensibilidade das
metodologias de nPCR e RT-PCR quimioluminescente para deteccéo de PVA.

A Figura 3 mostra os resultados obtidos utilizando-se as trés metodologias (RT-PCR,
nPCR e RT-PCR quimicluminescente) para a PCR de diluico limitante db isolado brasileiro SHS
BR 121 de PVA, revelando igual sensibilidade das metodologias éde nPCR e RT-PCR
quimioluminescente: o produto de 175 pb foi amplificado até a diluicio de 10™ ¢ o produto de 541
pb detectado por quimioluminescéncia até a mesma diluigfio. Deve-se ressaltar que na primeira PCR
o fragmento de 541 pb 56 foi visualizado até diluigfio de 10 .

O segiiénciamento dos fragmentos de 175 pb obtidos por nPCR confirmaram 100% de
identidade dos isolados brasileiros de galinhas com isolados de perus cujas sequéncias foram
depositadas no banco de dados (Figura 4).

A Figura 5 mostra os resultados obtidos na PCR, onde o par de iniciadores TRTG3 e

TRTG6 amplificou todas as amostras de isolados brasileiros ¢ europeus dando origem a um

fragmento de 600 pb.
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A Figura 6 mostra os resultados obtidos da analise com as enziméts restrigio Afu [ e Rsa
para os diferentes isolados. Os resultados obtidos utilizando-se a enzima R&a I revelaram um padréo
de bandas caracteristico do subgrupo A descrito por Juhaz & Easton, 1994,

As sequéncias dos 576 nucleotideos dos isolados brasileiros SHS BR 119 ¢ SHS BR 121
também foram comparadas com as seqliéncias depositadas no Genebank aéessadas via Internet. As
seqiiéncias de nucleotideos e aminodcidos dos isolados brasileiros apresentaram 100% de

identidade com a seqiiéncia do gene G do isolado 1556 (Franga) (Figuras 7, 9 e 14). Entre os dois
isolados brasileiros ¢ o isolado CVL14/1 (Inglaterra) houve somente duas diferencas de bases, nas

posigdes 44 e 486 (Figuras 8 € 10). A primeira diferenca resulta na alterag3o do aminoacido alanina
(no isolado CVL 14/1) por valina (nos isolados brasileiros); a segunda nfo causa mudanga de
aminodcido (Figura 15).

Houve 11 diferengcas na seqii€ncias de nucleotideos dos isolados brasileiros quando
comparados com os isclados 6574 (Hungria), 2119 (Italia) e 872S (Espanha), nas posigdes 368,
371, 372, 373, 380, 383, 398, 407, 421, 428, 429 ¢ 450 (Figuras 11, 12 © 13), que resultam nas

alteragOes dos aminoacidos mostradas nas Figuras 16, 17 e 18.
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541 pb

pP

Figura 1 :(A) Eletroforese em gel de agarose 2% com brometo de etidic

(1 pg/mi) do DNA das amostras de PVA obtidas a partir de nPCR,
utilizando-se na primeira reacgao (colunas : 1, 3, 5, 7 e 9) o par de iniciadores
PCRFst e FGRH que amplifica um fragmento de 541 pb; e na segunda reacéo
(colunas: 2, 4, 6, 8 e 10), o par de iniciadores PCRFst e AN17, que amplifica
um fragmento de 175 pb do gene da glicoproteina F.

. controle negativo para PVA (céluias CER sem indculo viral)

. conirole negativo para PVA (células CER sem in6culo viral)

. SHS BR121

. SHS BR121

. SHS BR119

. SHS BR119

. BUT 1=8544

. BUT 1=8544

. STG 761/88

10. STG 761/88

(B) Southern blot imunoquimiocluminescente do gel de agarose dos diferentes

isolados (1:5HS BR119; 2: SHS BR121; 3: BUT1=8544 ¢ 4. STG761/88).

M, marcador de peso moiecular; DP, dimero de primers.

W ~NOOo W
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M1 10" 10 10 104 105 108 107

A
M I 101 102 102 104 105106 107
B
175 pb —
1 10-1 102 1073 104 105

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose do produto ampiificado de diluices
seriadas (10! a 107") do isolado SHS BR119. (A) Produto de PCR de 541 pb
utilizando-se o par de iniciadores PCRFst/FGRH, néo detectado em gel de
agarose 2% com brometo de etidio (1 ug/ml). (B) Produto de nPCR de -

175 pb utilizando-se o par de iniciadores PCRFst/AN17 em gel de agarose com
brometo de etidio. (C) Southern blot imunoquimioluminescente do gel de

agarose mostrado em (A). M, marcador de peso molecular; DP dimero de primers;
[, isolado SHS BR118. '



41

M ! 10" 102 10° 10* 10° 10° 107

M I 10" 102 10° 10" 10°10°107

J 107 102 10° 10% 10° 10° 107

C e

541 pb —

DP —

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose do produto amplificado de diluictes
seriadas (10" a 10®) do isolado SHS BR121. (A) Produto de PCR de 541 pb

obtido com o par de iniciadores PCRFst/FGRH detectado em gel de

agarose 2% com brometo de etidio (1 pg/ml). (B) Produto de nPCR de 175 pb
obtido com o par de iniciadores PCRFst/AN17 em gel de agarose com brometo de
etidio (1 pug/ml) . (C) Southern blot imunoquimicluminescente do gel de agarose
mostrado em (A). |, isolado SHS BR 121; M, marcador de peso molecular;

DP, dimero de primers. '



UK/3B/85%: 1 gatgcocaagageaaggctggaattgotatageaatagtagtgetagteattotaggaate 60
PERTEREELEEI PRV R P PR R PR e e bbb e i il
RR119: 1462 gatgcocaagageaaggcobggaattbgotatagecaatagltagtgetagteattetaggaate 1521

UK/3B/8%5: 61 thtetttttacttgcagtgatatattactygttocagagtoogyaagaccaaaccaaageat 120
N A N N
BR119: 1522 ttcitittacttgeaghbgatatattactgttecagagbooggaagaceaaaccaangeal 1581

UR/3R/85:121 gattaccoggccacgacaggtecatageoageatggetitatgteagttaagttattt 175
RN R N R A R S R R A R AR N AR R
BR119: 1582 galttaccoggocacgacaggtoatageageatggettatgtoagitaagtbiattt 1636

Pontuacidc = 347 bits (175) Identidade = 175/175 (100%)
Pogitividade = 175/175 (100%)

Figura 4. Sequéncia dos 175 nucleotideos do gene F do isolado SHS BR 119 alinhada com a
seqiiéncia do gene F do isolado UK/3B/85 (Yu, Q., Dawvis, P. [, Barrett, T., Binns, M. M,
Bourspell, M. E. & Cavanagh, D, 1991). O alinhamento foi realizado via Internet, no sitio
www.ncbi,nlm.nih. gov/egi-bin/BLAST/nph-newblast.
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— 600 pb —

Figura 5. (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e revelag&o com
nitrato de prata dos diferentes isolados, utilizando-se o par de iniciadores
TRTG3/TRTGE que amplificou um fragmento de 600 pb. (B) O mesmo
produto de PCR do gel (A) apés purificagao utilizando-se o kit Gene clean |l
(Bio 101 Inc.). -

1, SHS BR 119; 2, SHS BR 121; 3, STG 761/88; 4, BUT 1=8544; M,
marcador de peso molecular.



— 400 pb

- 200 pb-
~~ 100 pb

300 bp
200 bp

|

— 100bp

Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e revelag&o com
nitrato de prata dos produtos de 800 bp mostrados na figura 4, apés
digestéo com as enzimas de restricdo Alu I (A) e Rsa / (B). |, isolado SHS
BR 119 (sem digest&o); 11, isolado SHS BR 121 (sem digestao);

1, BUT 1=8544,; 2, SHS BR 121; 3, SHS BR 119; 4, STG 761!88 M,
marcador de peso molecular.

44
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BR119:8 gggacaagtatetctatggggtocaaactatatatggticaggycaccagtygecatatcaa 67
RN R N A N N R N R R NN RS RN N
1556: 1 gugacaagtatctotatggggtocaaactatatatggtteagggeaccagtgeatatcaa 60

BR119:68 actgeagtggagttotggetggacategggaggaggtacatattggetatagtectatea 127
AN R R R N N AN R RN
1559: 61 actgeaghbggugtbctggotggacatcecgggaggaggtacatattggctatagtcoctatea 120

BR119:128 gectitegggohgacctgeacagtecactattgeacteactygttagegteatagttgaacag 187
RN R R R R R N R R R AR R A R RN
1556: 121 gotttegggetgaccohtgeacagteactatigeacteactgttagegtecatagttgaacag 180

BRELS:188 tcagtgttagaggagtycagaaactacaatggaggagatagagattggtggteaaceace 247
R R N R N R R AN A R R RS N R NN I I A I I
1556 181 tcagtgttagaggagigeagaaactacaatygaggagatagagatiggbggtcaaceace 240

BR119:248 caggageagccaactactgeaccaagtgogactecageaggaaattatggaggattacaa 307
NN A A R N N NS R NN

1556: 241 cagygageagoecaactactgeaccaagtgogactocageagyaaattatggaggattacaa 300

BR119:308 acggctogaacaadaaadgictgaaagetgtitgeatgtgeaaatttottatggtgatatg 367
B R R R N R N
1556 301 acggetcgaacaagaaagtotgaaagotgittgeatgtgeaaatbtottatggtgatatg 360

BR119:368 tatagccgecagltgatactgtactgggtggtitigattgtatgggettattgygttotitge 427
R R N R R R R R N AR A R R R AR RN
1556: 361 tatagccegcagtgatactgbactgggtggtibtigattgtatgggetitattgyttcittge 420

BR119:428 aaatcaggaccaatttgtcagogagataatcaagttgacccaacageoctetgecactgo 487
RN R R R A R R AR R R N R R AR AR R R R RS AN
1556: 421 aaatcaggaccaatttgtcagegagataatcaagttgacceeaacagecctetgecactgo 480

BR119:488 agggtagatctittcaagtgtggacigotgeaaggtgaacaagattageactaacageage 547
SRR R S S R A R R A R AR R N R R R R
1556: 481 agggtagatctttcaagtgtggactgotgecaaggtgaacaagattagecactaacageage 540

BR119:548 accacctctgagcoeccagaagaccaaccs 576
POPTITTEITER R R e
1556: 541 accacctctgagecoccagaagaccaacco 569

Pontuagdo = 1128 bits (569)Identidade = 563/569%9 (100%)
Positividade = 569/56% (100%)

Figura 7. Seqiéncia dos 576 nucleotideos do gene G do isolado SHS BR 119 alinhada com a

seqiiéneta do gene G do isolado 1556 (Franga) como representante do subgrupo A (Juhasz &
Easton, 1994). O alinhamento foi realizado via Internet, no sitio www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-

bin/BLAST/nph-newblast.
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BR119: g gggacaagtatetotatggggtecasactatatatggttcagygeaccagtgeatateaa 67
R N N N R R R R N N A A R R A R AR R R R
CVL14/1: 3 gggacaagtatetetatggggtccasactatatatygetcaggycaccagtgeatatoaa 60

BRI1ILY: 68 actgcagtggggttctggctggacatcgggagqaggtacatattggctatagtccEatca vz
RN N R R N R R R R A A R A R AR RN
CVLi4/1: 81 actgcagtggggtitctggotggacategggaggaggtacatatiggetatagltcetatea 120

BR11G: 128 gotttogggotgaccotgeacagtoactattgoacteactgttagegteatagttyaacay 187
AR N N R R R R R AR N AR AR R
cvLl4/1: 121 gotbbegggotgacchgeacaghbeactattgoacteactgttagegteatagttyaacay 180

BR11%4: 188 tcagtgttagaggagtygcagasactacaatggaggagatagagattggtggtoaaccace 247
R R R R N R R RN N R R R R R R AR R R NN NN
CVL14/1: 181 tecagtgttagaggagtgcagaaactacaatggaggagatagagattggtggtcaaccace 240

BR119: 245 caggagcoagocaactactgcacoaagigogactocagcaggaaattatggaggattacaa 307
R N N R R SR R R A N R R R R R A RN R A RN E RS S RN
VL1471 241 caggageageezactactgeaccaagtgegactoeageaggaaattatyggaggattacaa 300

BR119: 308 acggetcgaacaagaasagtcltgaaagetgttigeatgtgeaaatttettatggtgatatg 367
R R N R R RN N O R R R A N N R R A N N N A A A
ovL14/1: 301 acggotogaacaagazaghtotgaaagotgtttgeatgtgeaaatttcttatggtgataty 360

BR11%: 368 tatagocogoagtgatactgtactgggtggttttgattgtatgggettattggttotttge 427
AR RN N N R R R R R R R AR N AR R R R
CVL14/1: 361 tatagcecgoagtgatactgtactgggtggttttgatigtatgggethattggttotttge 420

BRLLS: 428 aaatcaggaccaatitgtcagogagataatcaagttgacccaacageoctotgecactge 487

RN R R R R R R R R A AR R R RN R R R R
CVLi4/1: 421 aaatcaggaccaatitgteagegagataatcaagttygaccecaacageocteotgeoattge 480

BR1L1O: 488 agggtagatctttcaagtgtyggactgotycaaggtygaacaagattageactaacageage 547

R RN AR R N R R A R R AN R AR R RN R R RN
CVLL4/1: 481 agggtagatotticaagtgtggactgoigoaaggtgaacaagattageactaacageage 540

BR119: 548 accacctotgagcecococcagaagaccaaccee 576

RN RN RN R R RN

CYL14/1: 541 accacctctgagcoccccagaagaccaacce 569

Pontuacado = 1112 bits (561) Identidade = 567/569 (99%)
Positividade = 567/569 (99%)

Figura 8. Seqiiénecia dos 576 nucleotideos do gene G do 1solado SHS BR 119 alinhada com a
seqiiéncia do gene G do isolado CVL 14/1 (Inglaterra) como representante do subgrupo A (Juhasz
& FEaston, 1994). As alteracdes de nucleotideos estiio representadas em vermelho. O alinhamento
foi realizado via Internet, no sitio: www.ncbi.olm. nih. gov/cgi-bin/BLAST/nph-newblast
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BrRLz1: & gggacaagtatotoetatggggtecaaactatatatggttcagggoaccagtgeatatcaa 67
SRR R N R R R R R R A R A RN
1556 1 gggacaagtatetetatggggtecaaactatatatyggticagygeaccagtgeatateaa 60

BR1Z1: 68 actgeagtggggtictggotggacatogggaggaggtacatattggotataghtoctatoa 127
N N R R R R S RN RN RN N N

e

1559: 61 actgecagtggggttetggotggacatcgggaggaggtacatattggetatagtectatea 120

BR121:128 gcttteogggotgacctgeacagtcactattgoactocactgttagegteatagtigaacag 187
LT ER R LR BB E BV E R T LI LT R PR Rt
1556: 121 getttegggctgaccotgeacagtecactattgcacteoactgbtagogtoatagtbgaacag 180

BRIZ1:188 tcaghtgttagaggagltgcagaaactacaatygygaggagatagagatiggigygteaacoace 247
AR AN AR N N N N RN R RN RN R AN
1556: 181 teagtgttagaggagbgoagaaactacaatggaggagatagagatiggtggtcaaccace 240

BR121:248 c:aggaqcagccaactaatgc:accaagtgc:gactccaqcaggaaattatgqaqgattadaa 307
SRR R A R R R A R AR A R AR N RN

1556: 241 caggageagocaactactgeoaccaaghgoegartocagoaggaaatiatggaggatiacaa 300

BR121:308 acggctogaacaagaaagtctgaaagotgtitgeatgtgeasatticttatggtgatatg 367
AR N R R R R SR AR AR R R RN
1556: 301 acggotcgaacaagaaagtoetgaaagotgtitgoatgtgeaaatttoettatggbgataty 360

BR121:1368 tatagcogeagbgatactgtactgggtggttttgattgtatgggottatiggtiotttge 427
R R AN R N R A AR SRR RN N RN
1556: 361 tatagecgeagtgatactgrtactgggiggtttitgattgtatgggettattggttotttge 420

BR121:428 aaatcaggaccaatttgtcagogagataatcaagttgacocaacagecctetgoeactige 487
RN R R R AN A R R R N N R R
1556: 421 asaatcaggaccaattigtcagegagataatcaagtitgacccaacagecctotgocactyge 430

-

BR121:488 agggtagatctttcaagtgtggactgotgeaaggtgaacaagattageactaacageage 547
R R AN R N N A N N A N A A N NN NN
1556: 481 agggtagatctttcaagtgtggactgotgcaaggtgaacaagattageactaacageage 540

BR121:548 accacctctgageoocoagaagacoaacee 576
A AR RN EE RN NN R
1556: 541 accaccictgageocooagaagaccaacoce 569

Pontuacgdo = 1128 bits (569) Identidade = 569/569 (100%)

Positividade = 569/569 {(100%)

Figura 9. Seqiiéncia dos 576 nucleotideos do gene G do isolado SHS BR 121 alinhada com a
seqiiéncta do gene G do isolado 1556 (Franca) como representante do subgrupo A (Juhasz &
Easton, 1994). O alinhamento foi realizado via Internet, no sitio www.ncbi.nlm nih gov/cgi-
bin/BLAST/nph-newblast.
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BR121: 3 gggacaagtatototatygggytocaaactatatatggttcagggeaccagtgroatatcaa 67
RN N e N A NN NN R RN
CVLI4/ Yy 4 gogacaagtatetoctatgggytocaaactatatatggotecagggoaceagtgoatatcaa 60
BR1Z21: 68 actgeagtggggttotggetgyacatogggagyaggtacatatiggetatagtoctatea 127
R R R N R N N R R R
CYL14/1: 6l actgoagtggggttotggotggacatogyggaggaggtacatattggoctatagicectatea 120

BR121: 128 goetttogggotgacctgeacagteactattgeactcactgitagegteataghtgaacag 187
AR N R N A R R R N NN
CVL14/1: 121 gobbtogygotgacetgeacagtcactattgecactcactgttagegteatagttyaacag 180

BR1Z21: 188 teagtgttagaggagtgeagaaactacaatygaggagatagagattggtggteaaccace 247
R R R N N A N N R ]
CVLi4/1: 181 tcagtgttagaggagtyeagaaactacaatggaggagatagagatbggtggteaaccacs 240

BR121: 248 caggageagecaactactgeaccaagtgegactecageaggaaattatggaggattacas 307

RN AN R R R R R R R RN NN R
CVL14/1: 241 caggageagecaactactgcaccaagtgegactocageaggaaattatggagyattacaa 300

BR121: 308 acggctcgaacaagaaagtetgaaagetgttigeatgtgeaaattitettatggtygatatg 367
SRR N RN R AN R R N A R A RN R RN
CVL14/1: 301 acggotogaacaagaaagtetgaaagectgtttgeatgtgecaaatttottatggtgatatg 360

BR121: 368 tatagcogcagtgatactgtactygggtggttttgattgtatgggettattggttotitge 427
: R e R N N R S RS R AN R R
CVLi4/l: 361 tatagocgeagtgatactgtactgggtggttttgattgtatgygettatiggttettige 420

BRL21: 478 aaatcaggaccaatttgtecagegagataatcaagitgaccoaacagoectetgocactge 487
R R AR RN R R AR A R AR R AR N AR IR
CVLI4/1: 421 aaatcaggaccaatttgtcagegagataateaagtigaccecaacageocototgorattge 4380

BRL19: 488 agggtagatctittcaagtgtggactgetgcaaggtgaacaagattageactaacageage 547
SRR N R N N R A R AR R R N N AR
CVLi4/1: 481 agggtagatctticaagtgtggactgectgeaaggtgaacaagattagecactaacageage 540

BR119: 548 accacctctgagooccagaagacaaacce 576
R R R R R R RN NN R RN
CVL14/1: 541 accacctotgagooccagaagaccaacoe 569

Pontuagio = 1112 bits (561) Identidade = BE7/569 (99%)
Positividade = 567/56% (99%)

Figura 10, Sequéncia dos 376 nucleotideos do gene G do isolado SHS BR 121 alinhada com a
seqiiéncia do gene G do 1solado CVL 14/1 (Inglaterra) como representante do subgrupo A (Juhasz
& Easton, 1994). As alteragOes de nucleotideos estdo representadas em vermelho. O alinhamento
toi realizado via Internet: www.ncbi.nlm.nih. gov/cgi-bin/BLAST/nph-newblast
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BR1Z1: 357 atggtgatatgtatagoegeagtgatactgtactgggtggttttgattgtatgggettat 416
PERLEETERTE H PETERE 00 PRI R b ey

2119: 353 atggtgatatgcatgatcgcagbiatgctgtactgggtggtghtgattgttigggettat 412

o
(o8]

BR1Z21: 417 tyggttetttgesaatcaggaccaatttgtecagegagata 455
A A A
2119: 413 tggcbetttgbtgastcaggaccaatttgteagggagata 451

Pontuacdc = 101 bkits (51} Identidade = 87/%% (B7%) Positividade = 87/99 (87%)

Figura 11. Sequiéncia da regido variavel do fragmento de 576 nucleotideos do gene G do isolado
SHS BR 121 alinhada com a seqiiéncia do gene G do isolado 2119 (Itdlia) como representante do
subgrupo B (Juhasz & Easton, 1994). As alteragdes de nucleotideos estdo representadas em

vermetho. O alinhamento foi realizado via Internet, no sitio www.nebi.nlm. nih gov/cgi-
bin/BLAST/nph-newblast

BR121: 357 atggtgatatgtatagecgeagtigatacigtactgggtggttttgattgtatgggettat 416
S I T A O I A PELELD ED TR ET R PR et
6574: 353 atggtgatatgcatgatcgeagttatgetgtactyggtggtattgatitgbittgggettat 412

BR1Z2L: 417 tggttctttgcaaatcaggaccaatttgtocagogagata 455
PEE BT A bR R R T
65741 413 tggetcectttgtgaatcaggaccaatttgtecagggagata 451

Pontuacido = 101 bits (51) Tdentidade = 87/99 (87%) Positividade = 87/99 (87%)

Figura 12: Sequiéncia da regifio variavel do fragmento de 576 nucleotideos do gene G do isolado
SHS BR 121 alinhada com a seqiiéncia do gene G do isolado 6574 (Hungria) como representante do
subgrupo B (Juhasz & Faston, 1994). As alteragdes de nucleotideos estdo representadas em

vermelho, O alinhamento for realizado via Internet, no sitio: www.nebinlm.nih.covicei-
bin/BLAST /nph-newblast
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BR121: 357 atggtgatatgtatagccgeagtgatactgtactgggtggttttgattygtatgyggctiat 416
FEETEELERED T T T O O U OO O U O O SO I O SO B
8725 : 353 atggtgatatgeatgatcgeagttatgetgtactgggtggtatigattgtitgggottat 412

BRiZ1: 417 tggttctttgeaaatcaggaccaatttgtcagogaga 453
SRR RREE PIPERES R b
B72%: 413 tggctotibgtgaatcaggaccaatbigtecagggaga 449

Pontuacdo = 97.6 bits (49 Tdentidade = 85/97 (87%) Positividade = 85/97 ({87%)

Figura 13, Seqiéncia da regido variavel do fragmento de 576 nucleotideos do gene G do isolado
SHS BR 121 alinhada com a seqiiéncia do gene G do isolado 872 S (Espanha) como representante
do subgrupo B (Juhasz & Easton, 1994). As alteragdes de nucleotideos estiio representadas em

vermetho. O alinhamento foi realizado via Internet, no sitio; www.ncbi.nlm.nih.govicgi-
bin/BLAST/nph-newblast '

BR1Z21: 23 MGSKLYMVQGTSAYQTAVGFWLDIGRRYILAIVLSAFGLTCTVTIALTVSVIVEQSVLEE 202
MGSKLYMVOGTSAYQTAVGFWLDIGRRY ILAIVLSAFGLTCTVTIALTVIVIVEGESVLEER
155¢6: 1 MESKLYMVQGTSAYQTAVGFWLDIGRRY ILAIVLSAFGLTCTVTIALTVSVIVEQSVLEE 60

BR1Z21:

™3
[
Lad

CRNYNGGDRDWWS TTORQPTTAPSATPAGNYGGLQTARTRKSESCLHVOISYGDMYSRED 382
CRNYNGGDRDWWSTTQEQPTTAPSATPAGNY GCGLOTARTRKSESCLEVOISYGDMYSRSD
15%6: 61 CRNYNGGDRDWWSTTQEQPTTAPSATPAGNYGGLOTARTRKSESCLHVQISYGDMYSRSED 120

RR121: 382 TVLGGFDCMGLLVLCKSGPICORDNQVDPTALCHCRVDLSSVDCCKVNKISTNSSTTSER 562
TVLGGFDOMGLLVLCKSGPICORDNQVEPTALCHCRVDLSSVDCCKVNKISTNS STTSER
1556: 121 TVLGGFDCMGLLVLCKSGPICORDNOVDPTALCHCRVDLSSVDCCKVNKISTNISSTTSER 180

BR121: 563 QKTN 574
QKTN
1556: 181 QKIN 184

Pontuacao = 385 bits (978) Identidade = 184/184 {100%)
Positividade = 184/184 (100%)

Figura 14. Seqiéncia de aminoacidos do gene G do isolado SHS BR 121 alinhada com a seqiiéncia
de aminodcidos do isolado 1556 (Franca) como representante do subgrupo A (Juhasz & Easton,

1994). O alinhamento foi realizado via Infernet, no sitio: www.nebi.alm.nih.gov/egi-
bin/BLAST/nph-newblast




BRIZ1: 23 MGSKLYMVQGTSAYQTAVGFWLDIGRRYILAIVLSAFGLTCTVTIALTVSVIVEQSVLEE 202
MGSKLYM QGYSAYQTAVGEWLDIGRRYITDAIVLSAFGLTCEVITIALTVSVIVEQSVLER
CVLL4/1: 1 MGSELYMAQGTSAYQTAVGEWLDIGRRYILAIVLSAFGLTCIVIIALTVSVIVEQSVLEE 60

BRLZL: 203 CRNYNGGDRDWWSTTORQPTTAPSATPAGNYGGLOTARTRESESCLHAVQISYGIMY SRS 387
CRNYNGGDEDWWSTEOEQPTTAPSATPAGNY GGLOTARTRESESCLEVOISYGDMY SRED
CVLI4/1: 61 CRNYNGGDRDWWSTTOEQPTTARSATPAGNYGGLOTARTRESESCLHVQISYGDMYSRSD 120

BR121: 383 TVLGGFDCMGLLVLCKSGPICQRDNOVDPTALCHCRVDLSSVDCCRVNEISTNSSTTSER 562
TVLGGFDCMGLLVLCKSGPICQRDNQVDPTALCHCRVDLSSVDCCKVNKISTNSSTTSE?
CVELI4/1:121  TVLGGFDCMGLLVLCKSGPICORDNGVDPTALCHCRVDLSSVDCCKYVNKISTNSSTTSER 180

BRLIZ1: 563 QKTN L74
OKTN
CVL14/1:181 OQKTN 184

Pontuacido = 383 bits (974} Identidade = 183/184 (99%)
Positividade = 183/184 (99%)

Figura 15. Sequéncia de aminodcidos do gene G do isolado SHS BR 121 alinhada com a segiiéncia
de aminoacidos do isolado CVL 14/1 (Inglaterra) como representante do subgrupo A (Juhasz &
Faston, 1994). O alinhamento foi realizado via Internet, no sitio: www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-
bin/BLAST/nph-newblast




BR1Z1: 23 MGSELYMVOQGTSAYQTAVGEWLDIGRRY ILAIVLSAFGLTCTVTIALTVSVIVEQSVLEE 202
MGS+HLY+++G S+ + + L b +L FVLSA GLT T TT +++ + VEQ L +
872 50 1 MGSELYITEGVSSSEIVLEQVLERSQKILLRLVLSALGLTLTSTIVISICISVEQVKLRY 60

BR1Z1: 203 CRNY----NGGDRDWWSTTQEQPTTAPSATPAGNYGGLOTARTRKSESCLHVOISYGIMY 370
¢ NG st + T+ i ¢ LO K E3C +VQ+  GDM+
87275 61 CVDIYWAENGSLHPGOST--~ENTSTRGKTTTKDPRRLOATGAGKIESCGYVOVYDGIME 117

BR1Z1: 371 SREDTVLGGFDCMGLLVLCKSGPICORDNOVDPTALCHCRVDLSSVDOCRYNKI-STNSS 247
Rs  VLGG DC+GLI LC+SCGPICG D + CC o+ V CCK K +T +
§72/3: 118 DRSYAVLGGVDCLGLLALCESGPICQGDTWSEDGNFCRUTLESHGVSCCRKKPRSKATTAQ 177

BR1Z21: 548 TTSEP 562
St+F
872/3: 178 RNSKP 182

Pontuacido = 118 bits {294} Identidade = 71/180 (39%)
Pogitividade = 101/180 (55%) Gaps = 5/180 (2%)

Figura 16: Seqiiéncia de aminoacidos do gene G do isolado SHS BR 121 alinhada com a seqiiéncia
de aminoacidos do isolado 872 § (Espanha) como representante do subgrupo B(Juhasz & Easton,
1994). O alinhamento foi realizado via Internet, no sitio. www.ncbi.nlm,nih.gov/cgi-
bin/BLAST/nph-newblast.
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BR121: 23 MESKLYMVQGTSAYVQTAVGFWLDIGRRYTILAIVLEAFGLTCTVTIALTVSVIVEOSVLEE 2072
MGS+LY+++G S5+ + 4 L 4 4L AVLSA GLT T TT +++ + VEQ L +
Z2119: I MGSELYIIBEGVSSSEIVLEQVIRRSQKILLGLVLSALGLTLTSTIVISICTSVEQVKLRG &0

BRIZ21: 203 CRNY-~-~-NGGDRDWWSTTQEQPTTAPSATPAGNYGGLOTARTRESESCLHVQISYGDMY 370
C + NG 5T + T+ T + e, K ESC +VQ+ GDM+
2119: 61 CVDTYWAENGELHPGOST--—-ENTSTRDETTTEDPRRLOATGAGKFESCGYVOVVDGDME 117

BRI121: 371 SRSDIVLGGFDCMGLLVLCKSGPICQRDNQVDPTALCHCRVDLSSVDCCEVNRKI-STNSS 547
RS VLGG DC+GLL LCH+SGPICQ D + CC V CCK " K +T +
2119 118 DRSYAVLGGVDCLGLLALCESGPICQGDTWSEDGNFCRCTFSSHGVSCCRRPKSKATTAY 177

BR1Z1: 548 TISEP 562
S+P
2119y 178 RNSKP 182

P.ontuacdo = 118 bits (293 Identidade = 71/180 (39%)
Positividade = 100/180 (53%) Gaps = 5/180 (2%)

Figura 17: Sequéncia de aminodcidos do gene G do isolado SHS BR 121 alinhada com a sequéncia
de aminoacidos do isolado 2119 (Italia) como representante do subgrupo B(Juhasz & Easton, 1994),
O alinhamento foi realizado via Internet, no sitio. www.ncbi.nlm.nih gov/cgi-bin/BLAST/nph-
newblast
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BRLZL: 23 MOSKLYMVQGISAYQTAVGEWLDIGRRY ILAIVLSAFGLTCTVTIALTVSVIVEQSVLEE
MES+LY+4++G 94+ + + L 4+ L AVLSA GLT T T1 +4+4 + VEQ L +
6h74: 1 MGEELYTIEGVESSEIVLEQVLRRSQKILLGLVLSALGLTLTSTIVISICISVEQVELRG 60

]
<o
o

BR1I2L: 203 CRNY--—-NGGDRODWWSTICEQPTTAPSATPAGNYGGLOTARTRESESCLHVQISYGDMY 270
C o+ NG ST + T T + L K ESC +VQ+ GDM+
6374 6l CVDTYWAENGSLHPGQST-~~ENTSTRGRITTRKDPRRLOATGAGKFESCGYVOVVDGDMYE 117

BR1Z1: 371 SRSDTVLGGFDCMGLLVLCKSGPICQRDNQVIPTALCHCRVDLSSVDCCKVNKI~STNSS 547
RS  VLGG DC+GLL LC+SGPICQ D + Ccc V CCK K 4T+
65741 118 DRSYAVLGGVDCLGLLALCESGPICQGDTWSEDGNFCROTHSSHEVSCCKEPKSKATTAY 177

BR1Z1: 548 TISEP hoz
S+P
6h74: 178 RNSKP 182

Pontuacdo = 118 bits (293) Identidade = 71/180 (39%)
Pogitividade = 100/180 (55%) Gaps = 5/180 (2%)

Figura 18: Sequéncia de aminodcidos do gene G do isolado SHS BR 121 alinhada com a seqiiéncia
de aminodcidos do isolado 6574 (Hungria) como representante do subgrupo B (Juhasz & Easton,
1994). O alinhamento foi realizado via Internet, no sitio: www.ncbi.nlm nih.gov/cgi-
bin/BLAST /nph-newblast
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3. Discussio

A metodologia até entfio utilizada para a detecgdo de rotina de PVA inclui isolamento em
cultivos primarios de embrifio de galinha (Picault ef al., 1987), inoculagdo em ovos embrionados,
em cultivo de anel de traquéia (TOCs), multiplicagio viral em células CER (Hafez, 1991) e
observagio do efeito citopatico ou diminuigio da ciliostase, além de imunofluorescéncia (Baxter e

al., 1986) e ELISA. Esta ultima tem a capacidade de detectar respostas soroldgicas 11 dias apos as

aves terem sido contaminadas pelo PVA, com sensibilidade de 98,7% e especificidade de 99,5%
(Heckert ef al., 1993).

Duas metodologias de nPCR foram descritas para detecgfio de PVA através da amplificagiio
de fragmentos da glicoproteina F (Jing ef al., 1993; Mase et al., 1996). No entanto, os protocolos
convencionais de nPCR consomem muito tempo, possuem um alto risco de contaminagfio e de
resultados falsos positivos, além de exigirem uma infra-estrutura de laboratério adequada para
diminuir estes riscos de contaminacéo.

Trabalhos recentes incluem o uso de sondas quimioluminescentes e fluorescentes, que
possuem uma série de vantagens sobre metodologias classicas como nPCR, incluindo diminui¢do
de risco de contaminagdo, aumento da sensibilidade ¢ menor tempo e tfabalho (Durigon et al.,
1994; Holtke et al., 1992). A técnica de RT-PCR quimioluminescente possui a vantagem de ser
especifica, sensivel e rapida para detecgfio de PVA sem os riscos de contaminagiio presentes nos

sistemas de nPCR.
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A metodologia descrita para caracterizagio dos isolados brasileiros demonstrou-se
altamente eficaz na identificagio e classificagio do PVA a partir de isolados. Este tipo de
abordagem tem aplicagbes em estudos de variabilidade e epidemiolégicos com repercussdes
sanitdrias € econdmicas consideraveis, por exemplo, no desenvolvimento e utilizagio de vacinas.

A glicoproteina G ¢ conhecida por ser a proteina mais varidvel no virus respiratorio
sincicial humano (VRSH), o protdtipo de pneumovirus (Johnson et al., 293’7), € por 1850 mesmo tem

importancia como antigeno vacinal,

A determinagfio da sequi€ncia nucleotidica do gene G de cinco isoiados europeus diferentes
sugeriram a existéncia de dois subgrupos de PVA, o subgrupo A, formado pelos isolados CVL 14/1
(Inglaterra) e 1556 (Franca), e o subgrupo B, formado pelos outros isolad&s europeus (2119, Itilia;
6574, Hungria e 872 S, Espanha) (Juhasz & Easton, 1994).

As diferencas significativas na sequéncia de nucleotideos entre 0:5 dois subgrupos podem
ser a razdo para a perda aparéntc de eficacia nas vacinas utilizadas até hoje.: Uma vacina baseada na
sequencia de um tmico isolado de um determinado subgrupo parece néo sef suficiente para conferir
protegdo contra infecgiio por membros de outros subgrupos (Easton, 1997),

Entre os isolados do subgrupo A, a identidade de nucleotideos variou entre 99,1% e 99,9%,
enquanto que, no subgrupo B, variou entre 99.4% e 99,7%. A identidade ;entre 0s dois subgrupos
variou entre 56,3% e 57%. O alinhamento entre o subgrupo A ¢ B mos@rou;que a regido N terminal
¢ mais conservada, possuindo dois dominios hidrofobicos, altamente conservados. A primeira

regido hidrofobica conservada se localiza entre os aminoacidos 32 a 45 (correspondente a regido

entre os nts 96 a 135) ¢ atua como regifio transmembrana analoga & encontrada na proteina (G do
VRSH (Wertz er af., 1985). A outra regifo hidrofdbica altamente conservada se localiza entre os

aminodcidos 118 € 142 (entre as posigdes 354 a 426) no subgrupo A, e entre os aminoacidos 119 e
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143 (posigdes 357 - 429) no subgrupo B. Esta segunda regifio hidrofobica conservada, juntamente

com a regifio C terminal hidrofobica, parecem ser estruturas de parte de um;a regifo transmembrana,
que expde a regifio hidrofilica varidavel da proteina G 4 superficie. Em nenhum dos isolados
brastleiros houve alteracdes detectdveis nestas regides altamente conservadas.

Os resultados obtidos por seqgiiénciamento dos 576 nucleotideos ﬁo gene G dos isolados
brasileiros SHS BR 119 e SHS BR 121 revelaram 100 % de homologia coni o isolado francés 1556,

e 99% de homologia com o isolado inglés CVL 14/1, ambos represeﬁtan‘tes do subgrupo A,

sugerindo que os isolados brasileiros pertencem a este subgrupo.

4. Conclusio

O experimento de dilui¢fio limitante revelou igual sensibilidade cias técnicas de RT-PCR
quimioluminescente ¢ nPCR, com a vantagem da quimiolmninescénzcia ndo necessitar de
reamplificacfio e portanto, diminuir o risco de contaminagdo que ocorre dufant@ a segunda PCR no
sistema de nPCR. A RT-PCR quimioluminescente ¢ uma metodologia alternativa, especifica e capaz
de detectar com alta sensibilidade pequenas quantidades de cDNA. .

O seqiiénciamento dos produtos de 175 pb obtidos a partir de isolados de galinhas por nPCR
revelaram 100% de identidade com isolados de perus descritos por Yu, Q., SDavis, P.J., Barrett, T.,
Binns, M. M., Boursnell, M. E. & Cavanagh, D., 1991, depositadas no banéo de dados e acessados

via internet.



58

A andlise com enzimas de restrigio e o seqliénciamento indicam que isolados brasileiros
pertencem ao subgrupo A descrito por Juhasz & Easton (1994). Este estudo representa um passo
mnicial para futuros estudos de variabilidade de PVA no Brasil ¢ na América do Sul, a partir de
isolados dos diferentes paises ¢ também das diferentes regides do Brasil que permitirdo a
identificagdio da origem geografica destes isolados e a qual subgrupo pertencem. Esta é a primeira
caracterizagio de subgrupos de PVA feita na América do Sul e serviré como base para futuros

estudos no Brasil e paises vizinhos.
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Apéndice

Apéndice 1: Preparo do gel de agarose

1. Preparar tampéo de eletroforese TBE (trisborato de EDTA) para preencher a cuba e preparar o
gel. :
2. Adicionar quantidade exata de agarose (1,2%) para uma quantidade medida de tampfio de

eletroforese em um Erlenmeyer ou um frasco de vidro com tampa. Aquecer em microondas para

dissolver em agarose. Esfriar a soluggio a 60°C. :

3. Posicionar o pente 0,5-1,0 mm acima da placa de modo que forme um perfeito pogo quando for
adicionada a agarose e colocar a agarose morna dentro do molde da cuba de éietmfomse. O gel deve
ter de 3 a 5 mm de espessura. |

4. Apéds gelificagdo ( 30-45 minuios 4 temperatura ambiente), remover o pente ¢ colocar a placae o
gel no tanque de eletroforese.

5. Adicionar tampdo de eletroforese suficiente para cobrir o gel com espessm‘:’a de aproximadamente
I mm, contendo brometo de etidio (solugfio estoque de 10mg/ml em agua, mantido & teraperatura
ambiente, em frasco dmbar ou embruthade em papel aluminio). |

6. Misturar as amostras de DNA com o tamp#o de aplicacdo no gel ¢ lentamente aplicar a mistura
dentro das fendas do gel submerso, usando micropipeta. _

7. Fechar a tampa do tanque com gel, fixar a resisténeia de modo que o DNA mugre em direglio ao
anodo. Usar voltagem de 1-5 V/em (medida como distincia entre os eletrodos).

8. Desligar a corrente eléirica ¢ remover os cabos conduiores ¢ a tampa do tanque de gel. Observar

em transiluminador UV, e fotografar,




Apéndice 3 : Preparo do gel de poliacrilamida e coloracdo com nitrato de prata

1. Preparar tampéo de cletroforese TBE (irisborato de EDTA) para preencker a cuba e preparar o
gel.

2. Adicionar quantidade exata de poliacrilamida, APS e TEMED em um becker. Em seguida pipetar
sobre a placa ja montada. '

3. Posicionar o pente e apds solidificacéio (15-20 minutos) remover o pente, colocar a placa na cuba
de eletroforese e adicionar o tfampio de eletroforese.

4. Misturar as amostras de DNA (4 pl) com o tampdo de aplicagiio no gel (4 ul) e lentamente

aplicar a mistura nas fendas do gel submerso usando micropipeta. _
5. Correr o gel por aproximadamente 30 miutos a 150V, corar com nitrato de prata (passos 7-11) e

fotografar.

7. Transferir para 150 ml de solugéio fixadora (50 ml etanol 100%, 2 ml 4cido acético, qsp. 300 ml
agua milliQQ) e agitar suavemente por 3 minutos.

8. Adicionar nitrato de prata (0.3 g em 1-2 m! 4gua milliQ)) e agitar durante 5 mirutos.

9. Lavar duas vezes em dgua milli Q, 10 segundos cada lavagem.

10. Adicionar solugho reveladora (4,5 g NaOH, 1 ml formaldeido gsp 200 ml de dgua milliQ).

11. Ap6s revelagio colocar 150 ml da solugfio fixadora. :

12. Empacotar o gel em celofane até secar completamente, em placa de vidro.

13. O gel seco pode ser recortado e armazenado 4 temperatura ambiente.




Apéndice 4: Purificacdo do produto de PCR (Gene Clean 1%, Bio 101 Inc.)

1. Cortar a banda do gel de agarose

2. Adicionar 3 volumes de solucfio estoque de Nal. Incubar 5 minutos a 45.55 °C para dissolver a

agarose.

3. Adicionar 7 ul de suspensio Glassmilk® e incubar por 5 minutos.

4. Lavar 3 vezes com 400 pl de solugfio de lavagem [3.5 mi de concentrado “new wash™: 70.0 ml
agua milliQ ¢ 77.5 ml de etanol 100% (manter a -20 °C)].

5. Secar completamente (“speed vacuum” 5 minutos) e eluir com 20 pl de égua milliQ} estérif

6. Ressuspender bem e manter em banho-maria (65 °C) por 2 minutos

7. Centrifugar, aspirar a solugfo aquosa contendo o DNA.

Apéndice 5: Purificacdo em coluna MicroSpin

1. Se o Sephacryl® 8-200 estiver congelado, permitir descongelamento totéli antes de iniciar este
procedimento. O frasco deve, entdio, ser armazenado a 4°C.

2. Inverter o frasco de Sephacryl® $-200 varias vezes para ressuspender a resina,

3. Antes de usar a coluna MicroSpin, remover a parte inferior. Quando a cdluna ndo estiver sendo
usada, esta parte pode entiio ser invertida para tampa-la. :

4. Colocar a coluna MicroSpin (sem a tampa de baixo) em um tubo de microgentrifuga de 1,5 ml.

5. Transferir 500 pl da resina ressuspendida para a coluna. _

6. Apbs ter tarado os tubes, centrifugar o tubo contendo a coluna cheia em microcentrifuga com
rotor de Angule fixo na velocidade maxima por 1 minuto ¢ 30 segundos.

7. Remover o tubo da microcentrifuga, descartar o efluente e colocar a coii,ma MicroSpin em um
novo tubo.

8. Aplicar vagarosamente a porgéio aquosa na amostra extraida de PCR (do procedimento 1) no
centro da cama da resina,

9. Cenirifugar novamente, por I minuto em velocidade maxima.
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Apéndice 6: PCR do produte ligado

Iniciador “reverse” para o pUC18, 0,3 pl; iniciador “forward” para o pUC18, 0,3 ul; Tampdo, 1,5
ul; dNTPs, 1,5 pl; Taq, 0,15 pl; H20 gs.p. 15 ul '

Controle positive: pUC18

Controle negativo: Hy0

Programa:

I~ 94°C, 5 min

2-55°C, I min

3-72°C, 2 min

4-94°C, | min
5-55°C, 1 min
6- 72°C, 2 min
7-passo 4,40 X
8- 72°C, 7 min.

Apéndice 7: Meio LB com dgar + carbenicilina + Xgal + IPTG
Carbenicilina: 25 pl de carbenicilina (estogue 200ug/u/100 mi de meio
Xgal : 200 ul/250 mi de meio
PTG (IMJ: 125 ul/250 ml de meio




