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RESUMO

SANTANDER PARRA, S. H. Isolamento em ovos embrionados e cultura celular

do virus da Laringotraqueite Infecciosa e a padroni zacdo de um PCR em
Tempo Real para a deteccdo do gene ICP4 deste virus . [Isolation in embryonated
eggs and cell culture of infectious laryngotracheitis virus and standardization of Real
Time PCR to detect ICP4 gene of this virus]. 2016. 115 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2016.

A Laringotraqueite Infecciosa (LTI) € uma doenca respiratoria altamente contagiosa,
gue acomete principalmente galinhas, é causada por um Gallid herpesvirus tipo 1.
As aves infectam-se através do trato respiratorio e por via ocular, sendo as aves com
infeccdo clinica as principais transmissoras do virus. Outras fontes de transmissao
sao as aves com infeccdes latentes, materiais de cama e fémites contaminados. Os
sinais clinicos geralmente aparecem entre 6 a 12 dias da exposicao natural e em
infeccbes experimentais entre 4 a 7 dias pos infeccdo (p.i). Na forma subclinica
pode-se observar uma leve traqueite mucoide, sinusite, conjuntivite, com morbidade
variavel e baixa mortalidade. Na forma severa, as aves apresentam depressao,
dispneia, espirros, corrimento nasal, conjuntivite, expectoracdo de secrecdo
sanguinolenta. A taxa de morbidade é alta, comprometendo 100% do lote e a
mortalidade pode ocorrer em até 70% do plantel, embora taxas de 10 a 20% sejam
as mais frequentes. O agente causador desta doenca pode ser propagado na
membrana corio-alantdide (MCA) de embribes de frango em desenvolvimento e
replicado em células de rim de frangos adultos, como também, em uma variedade
de células epiteliais de embrido como do rim, do figado e do pulméo. Existem varios
procedimentos para o diagnostico da LTI como: a observacao de sinais clinicos, a
observacédo de lesdes macroscopicas e lesdes histopatologicas e o uso de técnicas
moleculares como: RFLP, PCR e PCR em tempo real. Como a PCR em tempo real
apresenta uma maior sensibilidade quando comparada com outros métodos de
diagnostico, permite quantificar o numero de copias amplificadas do genoma viral,
assim como, a diferenciacdo da doenca na fase aguda ou cronica, reduzindo o
namero de possiveis falsos positivos, esta foi usada para a deteccao deste virus. O
objetivo deste trabalho foi isolar o VLTI em ovos embrionados, descrever as lesdes



macroscopicas causadas pelo virus, detectar o virus pela reacdo de PCR em tempo
real, usando como alvo da reacéo o gene ICP4, padronizar uma reacdo de PCR em
Tempo Real usando a glicoproteina E como alvo da reagdo e propor 0 Seu uso no

diagnéstico de rotina.

Palavras-chave: LTI. PCR. Isolamento. Detec¢cdo molecular. Caracterizacao.



ABSTRACT

SANTANDER PARRA, S. H. Isolation in embryonated eggs and cell culture of
infectious laryngotracheitis virus and standardizat ion of Real Time PCR to
detect ICP4 gene of this virus. [Isolamento em ovos embrionados e cultura celular
do virus da Laringotraqueite Infecciosa e a padronizacdo de um PCR em Tempo
Real para a deteccdo do gene ICP4 deste virus]. 2016. 115 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2016.

The Infectious Laryngotracheitis (ILT) is a highly contagious respiratory disease that
affects mainly chickens; caused by a Gallid herpesvirus type 1. Infect birds, by the
respiratory tract and by the ocular route, the birds with clinical infection the main
transmission of the virus. Other transmission sources are birds with latent infections,
bedding materials and contaminated fomites. Clinical signs generally appear
between 6 to 12 days exposure of the natural and in experimental infections between
4 and 7 days post infection (p.i). In subclinical form can observe a slight mucoid
tracheitis, sinusitis, conjunctivitis, variable morbidity and low mortality. In the severe
form, the birds present depression, dyspnea, sneezing, nasal discharge,
conjunctivitis, expectoration of bloody discharge. The morbidity rate is high, impairing
the lot 100% and mortality may occur in up to 70% of the flock, although 10 to 20%
rates are the most frequent. The causative agent of this disease can be propagated
in chorioallantoic membrane (CAM) of chicken embryos develop and replicated in
adult chicken kidney cells as well as in a variety of epithelial-cell embryo as kidney,
liver and lung. There are several procedures for the diagnosis of LTI as observation
of clinical signs, observation of gross lesions and histopathological lesions, and the
use of molecular techniques as RFLP, PCR and real time PCR. As the real-time PCR
has greater sensitivity compared to other diagnostic methods to quantify the number
of amplified copies of the viral genome, as well as the differentiation of the disease in
the acute or chronic phase, reducing the number of potential false positives, this was
used for detection of virus. The objective of this study was to isolate the VLTI in
embryonated eggs, describe macroscopic lesions caused by the virus, detect the

virus by PCR reaction in real time, using as a target of reaction the ICP4 gene,



standardize a PCR reaction in real time using the glycoprotein E as a target of

reaction and propose their use in routine diagnosis.

Keywords: ILT. PCR. Isolation. Molecular Detection. Characterization.
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1 INTRODUCAO GERAL

A laringotraqueite infecciosa aviaria (LTI) € uma doenca respiratéria altamente
contagiosa, que acomete principalmente galinhas, mas outras aves podem ser
afetadas. Anteriormente era conhecida como “difteria aviaria”, € causada por um
herpesvirus, cujo material genético é o DNA. E um virus esférico, envelopado e
sensivel ao éter, sendo capaz de permanecer latente por toda a vida nas aves
portadoras.

E uma doenca de declaragdo obrigatoria segundo a OIE (Organizacgio
Mundial de Sanidade Animal), portanto deve ser obrigatoriamente notificado ao
Servico Oficial Brasileiro.

E uma doenca com distribuicio mundial e de ocorréncia clinica em areas
endémicas, principalmente em &reas de alta densidade de producéo. O virus infecta
preferencialmente galinhas, faisbes e perdiz, sendo as galinhas o hospedeiro
primario.

Outras aves como, 0s pavles e canarios podem ser acometidos, mas com
menor incidéncia. No entanto, a maior susceptibilidade foi observada em matrizes
pesadas e 0s machos parecem ser mais susceptiveis que as fémeas. Embora nao
esteja esclarecida a susceptibilidade ligada a idade, a linhagem genética ou ao sexo,
0s sinais clinicos foram observados, principalmente, em aves adultas.

A proteina reguladora de transcricdo, também conhecida como proteina da
célula infectada 4 (ICP4) é produzida antes do inicio do ciclo de replicacdo. Ela é
responsavel pela regulacdo da expressédo tanto dos genes precoces como dos
tardios na infeccao dos herpesvirus.

O controle da doenca ¢€ dificultado pelas caracteristicas do agente etioldgico e
pelas limitacdes dos produtos imunoldgicos utilizados para erradicar a LTI das
granjas e eliminar o virus das aves infectadas. Assim, 0s virus de campo e as cepas
vacinais apresentam caracteristicas que dificultam sua eliminacdo, como por
exemplo, a capacidade de estabelecerem infeccOes latentes, habilidade de
disseminagéo a partir de aves vacinadas para aves nao vacinadas e a reversao da

viruléncia.
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O diagnéstico da LTI requer assisténcia laboratorial, pois outros patdégenos
respiratérios podem causar sinais clinicos e lesGes similares. As técnicas que podem
ser utilizadas para o diagnostico da enfermidade sao: histopatologia,
imunofluorescéncia, imunohistoquimica, PCR-RFLP, PCR convencional, PCR em
Tempo Real e o isolamento viral em cultura celular ou apés a inoculacdo na

membrana corio-alantdide de ovos embrionados.
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2 EPIDEMIOLOGIA DA LARINGOTRAQUEITE INFECCIOSA AVIA RIA COM
ESPECIAL ENFOQUE NA AMERICA DO SUL: UMA ATUALIZACAO

2.1 INTRODUCAO

A LTI € uma doenca altamente contagiosa cujo hospedeiro primario sdo as
galinhas (BAGUST et al., 1986), mas pode afetar os faisdes. Estorninhos, pardais,
corvos, pombos e patos apresentaram resisténcia ao virus (GUY; GARCIA, 2008). O
agente causador é um virus classificado com um Gallid herpesvirus 1 (King et al.,
2012). Causa lesGes graves no trato respiratorio e severas perdas econdmicas
devido a mortalidade, diminuicdo da producdo de ovos, perda de peso e a
susceptibilidade a outros patdégenos aviarios (GUY; GARCIA, 2008).

A forma severa causa dificuldade respiratoria, expectoracdo sanguinolenta,
espirros e elevada mortalidade. A forma leve é caracterizada por uma traqueite
mucoide, sinusite e baixa mortalidade (OU; GIAMBRONE, 2012).

A doenca foi descrita por primeira vez em 1925 (MAY; TITTSLER, 1925) e tem
sido diagnosticada em varios paises, nos quais continua sendo uma doenca
endémica, especialmente, em &reas com producdo intensiva, com grande
concentracdo de granjas e de multiplas idades como na América do Norte, na China,
na Europa, na Australia, na Africa, no Sudoeste da Asia, na Nova Zelandia, na
Australia, na Pol6nia, na América do Sul e no Brasil (HIDALGO, 2003; CHACON;
FERREIRA, 2009).

A transmisséao viral ocorre de forma horizontal, os sitios primarios de replicacao
Sdo a mucosa traqueal e a conjuntiva, onde causa inflamacao, com secrecao tanto
serosa como mucoide, e dispneia (COPPO, et al., 2013). O virus pode invadir o
nervo trigémeo durante a fase litica da infeccéo, resultando numa infeccdo latente
que pode permanecer durante toda a vida do animal e alguns fatores estressantes
como o alojamento de outras aves e 0 inicio da postura pode causar a reativacao,
replicacdo e a eliminacdo do virus (HUGHES et al., 1989; HUGHES et al., 1991;
WILLIAMS et al., 1992; COPPO, et al., 2013). Estudos experimentais mostraram que
0 virus pode ser detectado em outros 6rgdos como o corac¢ao, o figado, o baco, o

pulméo, o rim, a lingua, o timo, o proventriculo, o pancreas, o duodeno, o jejuno, o
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ileo, o ceco, as tonsilas cecais, a bursa de Fabricius e o cérebro (OLDONI et al.,
2009; ZHAO et al., 2013; WANG et al., 2013; PARRA et al., 2015a).

Como o virus da LTI apresenta grande importancia para a sanidade aviaria, se faz
necessario que o conhecimento sobre esta doenca respiratOria esteja sempre
atualizado. Na revisdo a seguir as caracteristicas do virus, a patologia, a imunologia,
o diagndstico, a descricdo da doenca e as estratégias de controle, com enfoque na

América do Sul, foram abordados.

2.2 DESCRICAO DO AGENTE E DA DOENGA

2.2.1 Etiologia

O virus da LTI pertence a familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, género lltovirus e foi classificado taxonomicamente como um
Gallid herpesvirus tipo 1. Esta subfamilia inclui alguns patégenos importantes tanto
para animais quanto para humanos, ou seja, o herpesvirus humano 1 (Simplex
virus), o virus da peste suina, o virus da varicela zoster (virus da varicela) e o
causador da doenca de Marek (JOHNSON; YACK, 1995).

E um virus DNA de forma icosaédrica, com um didmetro de 195-250 nm,
densidade de 1,704 g/mL. O genoma consiste numa molécula de cadeia dupla linear
de 155 Kb, que possui uma regiao Unica longa (UL) e uma regido unica curta (US)
flanqueada por repeticdes invertidas (JOHNSON et al., 1991; BAGUST et al., 2000).

2.2.2 Susceptibilidade a agentes fisicos e quimicos

O virus da LTI mostra sensibilidade aos agentes lipoliticos como o éter e o
cloroférmio, porém pode sobreviver durante varios meses armazenado em diluentes
adequados, tais como, glicerol a 50% e leite desnatado estéril (BAGUST et al.,

2000). Também tem a capacidade de sobreviver no exsudado traqueal e nas
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carcagas por um periodo de 10-100 dias em temperatura de 13-23°C (JORDAN,
1966).

Os desinfetantes quimicos como os derivados do alcatrdo de carvao, o
formaldeido, o hipoclorito e os iodoforos podem inativar eficazmente o virus (GUY;
GARCIA, 2008). As solugdes de cresol 3% ou de soda caustica 5% podem inativar o
virus em menos de um minuto e o uso de peroxido de hidrogénio 5% foi eficaz na
desinfeccdo de equipamentos (NEIGHBOUR et al., 1994). O uso de desinfetantes
comerciais que reduzem a formacéo de biofilme foram eficientes na eliminacao de
virus provenientes de vacinas das linhas de agua e niples depois da vacinacédo do

lote, por via agua de bebida (OU et al., 2011).

2.2.3 Sistemas de laboratério hospedeiros

A propagacao do virus da LTI pode ser realizada em ovos embrionados de
galinha, com 9 a 11 dias de incubacado. O virus pode induzir a formacéo de placas
opacas na membrana corio-alantoide (MCA), apdés 48 h da infeccdo e a morte
embrionéria entre 2 a 8 dias poés infecgcédo (PI). O virus também foi propagado em
uma variedade de cultura de células aviarias como as derivadas de figado de
embrido de galinha (CEL), de rim de embrido de galinha (CEK) e de células de rim
de galinha (CK), existindo arredondamento dos nucléolos, deslocamento da
cromatina, aumento da refractariedade e aumento do tamanho das células. Existe
também a formacdo de sincicios que € o resultado da fusdo citoplasmatica
(HUGHES; JONES, 1988; GARCIA et al., 2014).

Células derivadas de figado de embrido de galinha foram as mais sensiveis
para o isolamento primario do virus a partir de material clinico (GARCIA et al., 2014);
células de fibroblastos de embrido de galinha, células VERO e células de codorniz
apresentaram pouca sensibilidade para o crescimento do virus a partir de material
de campo (SCHNITZLEIN et al., 1994; GARCIA et al., 2014). Além disso, o virus
pode ser propagado em células LMH (leghorn male hepatoma), uma linhagem
celular derivada de tumor de figado de galinha induzido quimicamente e que foram
utilizadas para a investigacdo das interacdes virus - hospedeiro (SCHNITZLEIN et
al., 1994).
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2.2.4 Hospedeiros

As aves de todas as idades se mostraram susceptiveis a infec¢ao pelo o virus da
LTI, mas animais de mais de trés semanas de idade foram os mais sensiveis (OU;
GIAMBRONE, 2012). O virus pode infectar também faisdes, cruzamento de faisdes-
galinha, pavbes, perus jovens (CRAWSHAW; BOYCOTT, 1982; PORTZ et al.,
2008). Estorninhos, pardais, corvos, pombos, patos parecem ser refratarios ao virus
(GUY; GARCIA, 2008). Além disso, o virus da LTI foi isolado de uma galinha
d’Angola proveniente de uma granja com historico de doenca respiratoria
(BAUTISTA, 2003). Nao foi demonstrada infeccéo subclinica e soro conversdo em
patos (YAMADA et al., 1980).

2.2.5 Transmissao

A transmissao do virus da LTI ocorre naturalmente através do trato respiratério
superior e pela via ocular. A ingestdo também pode ser uma forma de infeccéo,
embora seja necessaria a exposicdo do epitélio nasal apos a ingestdo do virus
(ROBERTSON; EGERTON, 1981). As principais fontes de transmissdo foram as
galinhas clinicamente infectadas, animais com infeccao latente, poeira contaminada,
besouros, agua de bebida e fomites (OU et al., 2011). Estudos mostraram que o
virus pode permanecer no biofilme da agua e, subsequentemente, pode ser
transmitido para aves sensiveis (OU; GIAMBRONE, 2012). Outras possiveis fontes
de transmissdo podem ser cédes, gatos e corvos (KINGSBURRY; JUNGHERR,
1958). A transmisséo do virus por via aérea entre as granjas é também uma forma

de propagacéao importante do virus (JOHNSON et al., 2005).
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2.2.6 Infeccéo aguda e latente

7

O drgado-alvo para a infeccdo e desenvolvimento da doenca € o epitélio
respiratério, sendo o epitélio da traqueia e da laringe os mais afetados. No entanto,
0S sacos aéreos, 0s pulmdes e as membranas mucosas, cComo a conjuntiva e 0s
seios nasais, podem ser infectados periodicamente. Se as aves sdo expostas ao
virus por via oral, por via nasal, pela conjuntiva ou por inoculagdo experimental, a
replicacdo viral ocorre no epitélio traqueal apenas durante a primeira semana da
infeccdo, baixas concentracbes do virus podem ser detectadas esporadicamente
dez dias pos infeccéo (p.i.) (BAGUST, 1986; WILLIAMS et al., 1992).

No periodo de aproximadamente dez dias até quatro semanas apds a
infec¢@o da traqueia a disseminacgdo do virus ndo mais ocorre, porém, uma infec¢éo
latente é estabelecida através da invaséo dos tecidos nervosos. O virus invade o
ganglio trigémeo, entre trés a seis dias da fase aguda da infeccéo, seja por cepas de
campo ou vacinais (BAGUST, 1986).

A forma exata de infeccdo do ganglio trigémeo é desconhecida, mas este
nervo fornece inervacéo sensorial para os tecidos do trato respiratorio superior, para
a lingua, para os olhos, a parte distal do nervo também esta envolvida na inervacéo
da traqueia (BAGUST, 1986; WILLIAMS et al., 1992; BAGUST; JOHNSON, 1995).
Estudos utilizando PCR indicaram que o ganglio trigeémeo é o principal érgédo de
laténcia do virus (WILLIAMS et al., 1992).

Depois de quinze meses apods a vacinagao, o virus pode ser reativado a partir
do nervo trigémeo e o DNA viral pode ser detectado dois dias ap0s as aves serem
vacinadas por via ocular (WILLIAMS et al., 1992; RODRIGUEZ-AVILA et al., 2007).
A excregdo do virus pode aumentar consideravelmente quando as aves S&o
submetidas a estresse como no inicio da postura ou quando séo alojadas com aves
desconhecidas, neste caso, as aves com infeccdo latente podem causar infeccéo
em animais susceptiveis (HUGHES et al., 1991; WILLIAMS et al., 1992).
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2.2.7 Sinais clinicos

A doenca apresenta-se de duas formas: severa e moderada. Na forma severa
0s principais sinais clinicos foram a dispneia, a presenca de muco sanguinolento, a
conjuntivite com comprometimento moderado a severo, pode causar morbidade
elevada (90-100%) e uma mortalidade superior a 70%, mas geralmente ocorre entre
10% - 20% das aves. Além disso, inflamacdo e necrose, com hemorragia foram
observados na mucosa e no trato respiratério (BAGUST et al., 2000; GARCIA et al.,
2014).

Na forma moderada os sinais observados foram a depresséao, a diminuicdo da
producdo de ovos, a inflamacdo dos seios infraorbitarios (olhos de améndoa), uma
traqueite leve, mucoide, a presenca de estertores respiratdrios, uma conjuntivite
hemorragica leve e um corrimento nasal persistente (RAGGI et al., 1961; OU et al.,
2012). A recuperacédo dos animais pode ocorrer em 10-14 dias, mas dependendo da
cepa os sinais clinicos podem se estender por algumas semanas (GUY; GARCIA,
2008; OU et al., 2012; GARCIA et al., 2014). Os sinais clinicos aparecem apés 6-12
dias a exposi¢do natural, no entanto, em infec¢cbes experimentais o periodo de
incubacdo é menor, de 4-7 dias p.i. (GARCIA et al., 2014).

2.2.8 Lesdes

As lesBes macroscopicas podem ser observadas na conjuntiva e em todo o
trato respiratorio das aves infectadas, porém foram mais observadas na laringe e na
tragueia. Na forma severa, na traqueia, nas fases iniciais sdo observadas uma
inflamacdo mucoide e hemorragia;, enquanto degeneracdo e necrose Ssao
encontrados nas fases posteriores; a inflamacéo pode estender-se até os brénquios,
os pulmdes e os sacos aéreos. (GARCIA et al., 2014). Na forma moderada pode se
observar na traqueia uma inflamacdo mucoide moderada, com diferentes graus de

hemorragia, localizada na laringe e traqueia superior (SELLERS et al., 2004).
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As lesBes microscopicas variam de acordo com o estagio da doenca. Nos
primeiros dias pode se observar as células caliciformes e um infiltrado de células
inflamatorias na mucosa. Com o progresso da infeccdo, a conjuntiva e as células
epiteliais respiratorias aumentam de tamanho, tornando-se edematosas; formam-se
sincicios pela fusédo de células, originando as células multinucleadas, os histiocitos e
as células plasmaticas migram para dentro da mucosa e submucosa (GARCIA et al.,
2014).

Na fase inicial da infeccédo, na tragueia e células epiteliais da conjuntiva sao
encontrados corpusculos de inclusdo intranucleares, mas ocorrem apenas por
alguns dias (1-5 dias), e depois desaparecem devido a necrose e a descamacao do
epitélio (GUY et al., 1992).

2.2.9 Resposta imune

A infeccdo pelo virus da LTI pode estimular diferentes respostas imunes
(GARCIA et al., 2014), no entanto, a imunidade humoral ndo é a principal resposta
contra o virus (OU; GIAMBRONE, 2012). Usando o método de neutralizacdo viral se
observou que o virus era detectado 5-7 dias apos a infeccdo, sendo que as maiores
concentracfes de anticorpos especificos circulantes foram encontradas aos 21 dias
apos a infeccdo e concentracdes menores ap0s meses da infeccdo (JORDAN,
1981), mas estes anticorpos podem persistir por um ano ou mais (BAGUST de
1986). Os anticorpos ja podem ser detectados nas secrec¢des da traqueia apés 7
dias da infeccdo, sendo que concentracbes maximas sdo observadas apos 10-28
dias da infeccdo (GARCIA et al., 2014).

A resposta imune mediada por células é considerada de grande importancia
para a resisténcia contra o virus da LTI (COPPO, M. J. C.; HARTLEY, C. A,
DEVLIN, J. M., 2013). Experimentos mostraram que as aves que tinham a resposta
imune humoral bloqueada pela retirada da Bursa de Fabricius ou tratados com
ciclofosfamida em capazes de desenvolver uma resposta mediada por células
(YORK; FAHEY, 1990).

Estudos sugerem gue o gene da glicoproteina G (gG) presente no genoma do

virus da LTI, codifica uma proteina que se liga a quimiocina de largo espectro viral
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(VCKBP); esta proteina tem caracteristicas semelhantes a alguns poxvirus e também
com o herpesvirus murino gama 68 (MHV-68), cuja funcdo € evadir da resposta
imune do hospedeiro (COPPO, M. J. C.; HARTLEY, C. A.; DEVLIN, J. M., 2013).

Os anticorpos maternos sdo transmitidos para a descendéncia através de
ovos (BENTON et al.,, 1960). No entanto, os anticorpos maternos nao conferem
protecdo contra a infeccdo, nem interferem com a vacinacado (FAHEY et al., 1983).
Estudos demonstraram que a transferéncia dos anticorpos maternos para a progénie
ocorre no primeiro dia de idade (GHARAIBEH et al., 2008).

2.2.10 Vacinacao

A vacinagdo é a melhor maneira de prevenir a infeccdo, mas determinadas
vacinas podem induzir ao estado de portadores latentes. Estes portadores latentes
podem ser a fonte de disseminacao do virus em lotes ndo vacinados (ANDREASEN
et al., 1989). Altos indices de prote¢do ocorrem entre quinze e vinte semanas apos a
vacinagdo com graus variaveis de protecdo das aves ao longo do ano (YORK et al.,
1989; FAHEY; YORK, 1990). As cepas vacinais mais utilizadas foram as de virus
vivo modificado, produzidas em ovos embrionados (CEO — chicken embryo origin) ou
em cultura celular (TCO — tissue culture origin). Comparando a protecao fornecida
pelas vacinas CEO e TCO, nao houve diferenca significativa na imunidade das aves
depois de 10 semanas da vacinagédo. No entanto, em aves com mais de 20 semanas
da vacinacao, a vacina CEO proporcionou uma melhor protecdo do que a vacina
TCO (ANDREASEN et al., 1989).

Os principais métodos para a administracdo de vacinas vivas sdo o0 aerossol
ocular e a agua de bebida. A aplicacdo na 4gua de bebida apresenta dificuldades
como a qualidade da agua que varia entre as granjas, as aves podem néo receber a
guantidade necessaria do virus e ndo desenvolver a protecdo necessaria. Para que
a vacinacdo por esta via tenha sucesso é necessario que o virus vacinal entre em
contato com as células do epitélio nasal (ROBERTSON; GERTON, 1981), porém
aplicacoes da vacina por aerossol podem gerar reacbes pOs vacinais severas
(CLARKE et al., 1980). Alguns estudos indicaram que as vacinas vivas modificadas

aumentavam a viruléncia do virus ao passar de ave para ave, e apos a sexta
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passagem poderia produzir sinais clinicos graves em aves desafiadas. As vacinas
produzidas em ovos embrionados (CEO) tém uma maior tendéncia de aumentar a
viruléncia do virus depois de passagens sucessivas nas aves, em relacao as vacinas
produzidas em cultura de células (TCO) (GUY et al.,, 1991; KOTIW et al., 1995).
Estudos epidemioldgicos indicaram que surtos ao redor do mundo estavam
relacionados principalmente ao uso de vacinas vivas atenuadas (MENENDEZ et al.,
2014).

Com os avancos tecnoldgicos na area de biologia molecular, vacinas
recombinantes foram colocadas no mercado, essas vacinas sao produzidas pela
insercdo de glicoproteinas do virus da LTI em vectores virais, tais como: 0 poxvirus
(FPV) (DAVISON et al., 2006), o herpes virus de peru (HVT) (VAGNOZZI et al.,
2012) ou o virus da bouba aviaria (TONG et al., 2011). A vacina recombinante do
virus da bouba aviaria contendo o gene que codifica a glicoproteina B (gB) do VLTI
estimulou a protecdo contra cepas virulentas (TONG et al., 2011). Outra vacina
recombinante de bouba aviaria, que contém os genes para a glicoproteina B (gB) e
UL32 foi eficaz na protecao das aves ao desafio com uma cepa virulenta aplicada na
asa (COPPO et al., 2013).

Uma vantagem destas vacinas recombinantes € que ndo causam infeccdo
latente ou reversao da viruléncia. Apesar de serem mais seguras do que as vacinas
vivas atenuadas, o alto custo e o fato de serem injetadas tém limitado a sua
utilizacao (OU; GIAMBRONE, 2012).

Alguns virus da LTI com genes deletados foram capazes de manter a
capacidade de produzir resposta imune, sem produzir sinais clinicos ou laténcia.
Foram realizados estudos para o desenvolvimento de uma nova vacina mediante a
delecdo de genes. Entre os genes que foram suprimidos estdo aqueles que
codificam a glicoproteina C (gC) (PAVLOVA et al., 2010), a glicoproteina G (gG)
(DEVLIN et al., 2006), a glicoproteina J (gJ) (FUCHS et al., 2005), a timidina quinase
(TK) (HAN et al., 2002), da proteina ULO (UL - regido unica longa) (VEITS et al.,
2003), e UL47 (HELFERICH et al., 2007). Estes estudos demostraram a atenuacéao
do virus e que poderiam ser utilizados para a producdo de vacina. Outra vacina
contra a LTI foi desenvolvida utilizando o gene gB combinado com o gene da
interleucina IL-18 em um vector bicistrénico, e induziu uma melhor protecdo em aves
desafiadas com LTI do que aquelas que continham apenas o gene de gB (CHEN et
al., 2010).
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A vacina deficiente da gG que foi administrada em aves SPF com trés
semanas de idade, por meio de agua de bebida ou gota no olho induziu uma
imunidade adequada contra o desafio e poderia ser usada para vacinar galinhas em
larga escala, porém, mais estudos sdo necessarios para a sua utilizacdo em lotes
comerciais de aves (DEVLIN et al., 2008).

Existem também vacinas que utilizaram o virus da LTI como vector
recombinante, a fim de conter genes que codificavam proteinas altamente
patogénicas do virus da influenza aviaria (H5 e H7) e estas vacinas poderiam
proteger as aves tanto para a LTI quanto para a influenza aviaria (PAVLOVA et al.,
2009). Uma vacina recombinante com o virus da LTI, onde o gene HPAI H5 do virus
da influenza aviaria foi inserido na regido deletada do gene UL50 do virus da LTI,
protegeu as aves do desafio tanto com o virus homdélogo como com o0 virus
heter6logo H5N1 e H5N2 (PAVLOVA et al., 2009).

2.2.11 Diagnostico

O diagnéstico laboratorial € necessario para a identificacdo do virus da LTI,
pois existem outras doencas que apresentam sinais clinicos e lesdes muito
semelhantes, como: a influenza aviaria, a bronquite infecciosa das galinhas, a
doenca de Newcastle, a coriza infecciosa, a micoplasmose aviaria. Apenas em
casos de doenca aguda grave, com alta mortalidade e expectoracdo de sangue, 0

diagndstico pode ser realizado com base nos sinais clinicos (GUY; GARCIA, 2008).

2.2.12 Histopatologia

A Laringotraqueite infecciosa aviaria € caracterizada pelo desenvolvimento de
corpos de incluséo intranucleares eosinofilicos nas células epiteliais da conjuntiva e
do trato respiratdrio. Estes corpos de inclusdo podem ser detectados nos tecidos por
coloragdo com Giemsa ou com hematoxilina e eosina, ap0s 0 processamento

histolégico (GUY; GARCIA, 2008). A hiperplasia epitelial leva a formacéo de células
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multinucleadas (sincicios) onde os corpos de inclusdo intranucleares podem ser
evidentes. O edema é observado apés ocorrer hemorragia na lamina propria com a
descamacao epitelial e a perda de glandulas mucosas. A regeneracdo comeca
depois de aproximadamente seis dias, periodo ap0s o qual os corpusculos de
incluséo intranucleares ndo sao mais visiveis (BAGUST et al., 2000).

Métodos rapidos para o processamento de tecidos foram descritos e estes
envolveram a rapida desidratacdo dos tecidos para permitir 0 exame apos trés horas
de processamento (PIROZOK et al., 1957; SEVOIAN, 1960). Embora o diagnéstico
histopatolégico, por detec¢do de corpos de inclusdo intranucleares seja altamente
especifico, o isolamento do virus € mais sensivel (GUY et al., 1992).

2.2.13 Isolamento viral

O isolamento viral pode ser realizado pela inoculagdo de amostras clinicas de
tecido ou exsudado de traqueia, da laringe, do pulm&o, da conjuntiva ou de suabe de
tragueia na MCA de ovos embrionados com 9 a 12 dias de idade (esta € a via mais
sensivel de inoculacdo) (HICHTNER et al.,, 1958), nesta ha a producéo de placas
com bordas opacas e uma area central deprimida de necrose (GARCIA et al., 2014).
Além disso, o isolamento pode ser realizado em cultura de células como CEL e CK.
Na cultura celular pode ser observada a formacdo de células gigantes
multinucleadas 24 horas p.i. Em ambos o0s casos, € necessario mais de uma
passagem para o isolamento do virus (BAGUST et al., 2000).

Apdés o aparecimento de sinais clinicos nas aves, as amostras devem ser
coletadas o mais rapidamente possivel, porque as tentativas de isolamento podem

nao ser bem-sucedidas depois de 6-7 dias apoés a infec¢ao (GUY et al., 1992).
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2.2.14 Deteccdao do virus atraves de outras técnicas

Os métodos para a deteccdo viral incluem imunofluorescéncia (IF),
imunoperoxidase (IP), neutralizagdo viral (VN), ensaio imunoenzimatico (ELISA),
técnicas de hibridacdo de DNA, microscopia eletrénica de coloracdo negativa (ME),
e reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) (BAGUST et al., 2000). A IF ou IP sao
realizadas com secfes ou raspagem do epitélio das aves afetadas. As proteinas
virais foram detectadas por IF por até catorze dias apos a exposicdo (WILKS;
KOGAN, 1979). GUY, et al. (1992) encontraram por IF o antigeno do virus da LTI em
tecidos traqueais do dia 1 ao dia 9 p.i. e demonstraram que a IP é mais sensivel do
que a IF. Estudo com ELISA utilizando anticorpos monoclonais para o virus da LTI,
mostrou que os resultados eram téo confiaveis quanto o isolamento viral, eram mais
rapido e mais preciso do que a IF ou a imunodifusdo em agar na deteccdo do virus
da LTI (JORDAN; CHUBB, 1962). A utilizacdo de microscopia eletronica coloracéo
negativa foi um dos métodos para se detectar o virus da LTI, mas ndo foi muito
sensivel e devem existir titulos virais de 3,0 logip por grama, para que as particulas
virais possam ser identificadas (BAGUST et al., 2000). Existem alguns métodos para
a deteccdo de DNA viral que podem identificar o virus mais rapidamente, com mais
precisao, e sdo altamente sensiveis. As técnicas moleculares incluem os ensaios de
hibridacdo dot-blot, a clonagem do DNA viral, que sdo muito sensiveis para a
deteccéo viral quando o isolamento viral e o ELISA foram negativos (KEAM et al.,
1991; KEY et al.,, 1994). H4& também outros métodos como a PCR, Nested PCR,
PCR em tempo real, PCR multiplex, hibridizacao in situ (NAGY, 1992; NIELSEN et
al., 1998, CHACON; FERRERIRA, 2008) e PCR seguido de RFLP (CHANG et al.,
1997; KIRKPATRICK et al., 2006; CHACON et al., 2010; PARRA et al., 2015b). A
deteccdo por PCR do virus da LTI foi mais sensivel do que o isolamento do virus ou
a microscopia eletrbnica e também permitiu a deteccdo de virus em amostras que
continham outros agentes virais (WILLIAMS et al., 1994).

Comparando a deteccao viral por PCR em tempo real para o diagndstico em
surtos, este foi o método mais sensivel em comparacdo com a histologia,
microscopia eletronica, isolamento em ovos embrionados e IF. Porém, porque
muitos laboratérios ndo tém o PCR em tempo real como método diagnostico, os

métodos empregados comumente na rotina de diagndéstico sdo a histopatologia, a IF
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e 0 PCR em ponto final ou convencional (CRESPO et al., 2007). Um novo método
de amplificacdo de DNA isotérmica, denominada loop mediated isothermal
amplification (LAMP), onde a amplificagéo ocorre em uma temperatura constante, foi
comparada com a PCR em tempo real;, e ambos métodos foram altamente
especificos e sensiveis. O LAMP é adequado para o diagndstico laboratorial e o
PCR em tempo real poderia ser utilizado para a confirmacéo de resultados (OU et
al., 2012).

2.2.15 Diagnoéstico diferencial

A LTI deve ser diferenciada de outros patdgenos associados a doencgas
respiratérias, tais como, a bouba aviaria, a doenca de Newcastle, a influenza aviéria,
a bronquite infecciosa, o adenovirus de galinha e a aspergilose (GARCIA et al.,
2014).

2.2.16 Prevencéo

E muito importante para a prevencdo evitar o contato entre aves n&o
vacinadas com aves vacinadas ou que estejam se recuperando ap6s um surto,
sendo necessarias boas praticas de manejo e biosseguranca. Biosseguranca inclui
protocolos e procedimentos para prevenir a infeccdo e a transmissao de agentes
patogénicos tanto para as aves como para 0s seres humanos, os insetos, as aves
selvagens ou outros animais (KINGBURRY et al., 1958; OU et al., 2012.). Como
forma de controlar os surtos, sistemas de informac&o geografica com informacdes de
uma regido foram fundamentais para se fazer planos de biosseguranca, quarentena,
vacinacdo e diagnostico precoce. A vacinacdo adequada e a cooperacao entre
governo e industria foram muito importantes para o controle da LTI (DUFOR-
ZAVALA, 2008; CHIN et al., 2009).
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2.2.17 Tratamento

Nenhuma droga mostrou eficacia na reducdo da severidade das lesdes ou do
alivio dos sintomas da doenca; os antibidticos ndo tém efeito contra o virus, mas
pode controlar a instalacdo de uma possivel infeccdo bacteriana secundaria (GUY;
GARCIA, 2008). No entanto, se existe um diagndstico rapido em um surto pode-se
vacinar as aves nao afetadas e induzir a protecédo antes de sua exposi¢cao (GARCIA
et al., 2014).

2.3 LTI SITUACAO NA AMERICA DO SUL

2.3.1 Brasil

No Brasil, em 1974, o virus da LTI foi isolado e identificado em aves com
sinais respiratorios, traqueite hemorragica grave e mortalidade na cidade de
Petropolis, Estado do Rio de Janeiro (HIPOLITO et al., 1974). Em 1980, foi
novamente isolado no Estado do Rio de Janeiro e caracterizado como um virus de
baixa patogenicidade em frangos de corte (SOARES et al.,, 1980). A primeira
epidemia foi em galinhas poedeiras de 10 meses de idade que tiveram uma queda
na producdo, mortalidade e foi reportada entre os anos de 1981 e 1982 no Estado
do Rio de Janeiro (ARAUJO et al., 1982). Em 1995, Vargas detectou anticorpos
contra o virus da LTI em fazendas no Estado do Rio Grande do Sul.

No final de 2002, foram notificados surtos suspeitos de LTI em poedeiras
comerciais na regiao das cidades de Bastos e Tupd, no Estado de Sao Paulo (ITO et
al., 2003). O virus foi isolado em ovos embrionados pelo laboratério Lanagro-SP,
detectado por PCR e submetido a caracterizacdo molecular pela Universidade de
Sao Paulo (USP) (CHACON et al., 2007; CHACON; FERREIRA, 2008; CHACON;
FERREIRA, 2009). Como medida de controle para evitar a propagacao da doenca, a
quarentena foi realizada pelos avicultores sob a coordenacédo das autoridades de

saude e também comecou a vacinagdo com vacinas vivas originadas de embrido de
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galinhas (CEO) e com a vacina produzida em células (TCO). Estas vacinas s6 eram
comercializadas com autorizagcéo e o procedimento de vacinacao era acompanhado
por técnicos credenciados do Ministério da Agricultura do Brasil.

A doenca teve grande impacto na regido, causando a morte de mais de
1.000.000 de aves (CHACON, 2008). A epidemia afetou todas as granjas da regiao
com diferentes intensidades, possivelmente, devido aos diferentes niveis de
biosseguranca destas. As mais afetadas foram as granjas de pequeno porte e as
aves de quintal (CHACON et al., 2007; CHACON et al., 2015).

A técnica de RFLP-PCR e andlise de sequéncias do gene ICP4 de isolados
de campo do surto clinico de 2002-2003, de Bastos, mostrou que o surto foi causado
por uma cepa nao vacinal de alta viruléncia e que esta cepa continua circulando na
regido de Bastos, apesar do programa de vacinacao realizado (CHACON et al.,
2010; PARRA et al., 2015b).

Em 2012, uma nova vacina vetorizada contra a LTI foi desenvolvida pela
CEVA Saude Animal (FP Vectormune LT) e apresentada aos criadores de aves na
regido de Bastos (http://www.portalsuinoseaves.com.br/ceva-lanca- nova-Vacina-
contra-laringotraqueite-em-aves /). Esta vacina usa como vetor o virus da bouba
aviaria geneticamente modificado, para expressar antigenos protetores contra o
virus da LTI. (http://www.ceva.com.br/Especies-Produtos/Lista-de-
Produtos/VECTORMUNE-FP-LT). Outra vacina disponivel para a comercializacdo no
Brasil € a LTI vetorizada no herpesvirus de perus que foi associado a vacina de
Marek, este vetor codifica a glicoproteina | (gl) e gD (Innovax®-ILT; Intervet
International BV, Whitehouse Station, NJ, EUA) (COUTO, 2014).

Em Minas Gerais, ocorreu um surto em 2010, em granjas de aves de
multiplas idades (PREIS et al., 2013) e foi causado por uma cepa nao vacinal de
baixa viruléncia e a agéncia agricola governamental autorizou apenas a utilizacdo de
vacinas vetorizadas nesta regido, para a prevencao de novos casos (COUTO et al.,
2014). Estudos recentes mostraram que tanto a vacina CEO como a vacina TCO
ainda estdo em circulacdo nos lotes de galinhas em diferentes regides do Brasil
(CHACON et al., 2015; PARRA et al, 2015b).
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2.3.2 Argentina

Na Argentina, os surtos ocorrem periodicamente, especialmente, em areas
com alta densidade de granjas, com manejo e biosseguranca inadequados, granjas
onde existem uma dupla producéo (criacdo e postura) e em alguns casos aves de
quintal. Geralmente, estes surtos ocorrem devido a passagem do virus de aves
infectadas, pela exposicdo ao virus de campo ou de aves vacinadas com vacinas
preparadas em embrido de galinha (CEO).

A utilizagcdo e comercializagdo de vacinas é feita através da Direcdo de
Fornecimento de Produtos Quimicos Agricolas e Veterinarios SENASA No.
1559/2007 (BACK; LEAO, 2003).

2.3.3 Peru

A LTI no Peru foi relatada pela primeira vez em agosto de 2008 (LEISEQUIA,
2013) e se caracterizou por uma elevada morbidade e mortalidade. Ocorreu em
granjas avicolas no Departamento de Lima e mais tarde foi descrita nos
Departamentos de Arequipa, Ancash, Ica, La Libertad e Tacna (OIE Wahid interface,
2010). As principais lesdes encontradas em galinhas poedeiras e galos de briga
foram: inflamacdo dos seios nasais e paranasais, inflamacdo das pélpebras e
conjuntivite, presenca de material caseoso no palato, placas diftéricas no eséfago e
laringe, conteldo hemorragico e coagulos de sangue na traqueia. Em frangos de
corte, foram encontrados inflamacdo das palpebras, conjuntivite e presenca de
sangue na traqueia. Diferentes programas de vacinagdo com uma vacina vetorizada
foram utilizados em diferentes granjas e houve um claro impacto positivo e benéfico

no controle da doenca (dados ndo publicados)®.

! NEGRETE, M. C. Laringotraqueitis infecciosas : la experiencia Peruana. Peru:
CEVA Salud Animal. Disponivel em: <http://amevea-ecuador.org/web_antigua/
datos/ LARINGOTRAQUEITIS%20INFECCIOSA%20LA%20EXPERIENCIA%
20PERUANA.pdf>. Acesso em> 12 abr. 2016.
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2.3.4 Equador

Na primeira metade do ano 2012 foi relatado pela primeira vez o
aparecimento de LTI em granjas avicolas no pais. O virus da LTI foi detectado por
PCR nas cidades de La Concordia, Pillaro e Salcedo, a fonte de infeccdo era
desconhecida (dados ndo publicados). Os resultados da doenca e as informacdes
contidas na notificagdo foram obtidos na Universidade San Francisco de Quito. A
duracéo da investigacdo foi de marco de 2011 a marco de 2012, foram coletadas
amostras nas provincias de Pichincha, La Concordia, Tungurahua, Cotopaxi,
Manabi, Guayas e Chimborazo; ocorrendo resultados positivos no PCR nas
amostras das provincias de Cotopaxi, Tungurahua e La Concordia. Os resultados da
pesquisa foram entregues ao AGROCALIDAD (Agencia Aseguradora de la Calidad
del Agro), em maio de 2012 e esta organizag&o corroborou os resultados de colheita
de amostras; nesta etapa foram avaliadas a densidade populacional, a histéria de
sintomas respiratorios compativeis com a doencga, idade e tipo de producédo (ROJAS,
2014).

2.3.5 Bolivia

As doencas de aves mais comuns nos vales de Cochabamba séo
micoplasmose, salmonelose e outras de incidéncia menor, como bronquite
infecciosa das galinhas.

No primeiro semestre de 2005 foram registrados quatro casos de
Laringotraqueite (http://www.midiatecavipec.com/avicultura/avicultura020908.htm).

Além disso, o virus de LTI foi relatado em outros paises como Uruguai,
Coldmbia e Chile (BACK; LEAO, 2003; HIDALGO, 2003).
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2.4 CONCLUSAO

Em varios paises da América do Sul ocorreram surtos de LTI, confirmando
que a LTI é uma doenca de distribuicho mundial que provoca grandes perdas
econdmicas na industria avicola. Como o virus causador desta doenca faz laténcia,
€ importante que boas praticas de manejo e de biosseguranca sejam implementadas
para sua prevencdo e controle. Aléem do uso de boas praticas de manejo e
biossegurangca, o emprego de vacinas para estimular a produgédo de anticorpos
especificos que neutralizam o virus a vigilancia da presenca de virus circulantes por
testes diagnodsticos sao fundamentais para o controle rigoroso da doenca. Dessa
forma, € possivel evitar perdas econdmicas, e impedir que o virus se manifeste em
todos os paises da América do Sul. E importante também manter-se atualizado com
as informacdes sobre sinais clinicos especificos, epidemiologia da doenca, doencas

associadas e especialmente doencgas imunossupressoras.
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3 DETECCAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DO VIRUS DA
LARINGOTRAQUEITE INFECCIOSA (VLTI) EM AVES COM PROB LEMAS
RESPIRATORIOS

3.1 INTRODUCAO

A Laringotraqueite infecciosa (LTI) é uma doencga altamente contagiosa que afeta
0 trato respiratorio das aves, se encontra na lista de doencas de notificacdo
obrigatéria da  Organizagdo Mundial de  Sanidade Animal (OIE)
(http://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-mundo/oie-listed-diseases-2016/). O
agente causador € um Gallid herpesvisus tipo 1 (GaHV-1) membro da familia
Herpesviridae e do género lltovirus (DAVISON et al., 2009). Causa grandes perdas
econdbmicas devido perdidas de peso, diminuicdo da producdo de ovos, elevada
morbidade e mortalidade e a susceptibilidade a outros patdégenos respiratérios
(GARCIA; SPATZ; GUY, 2014). As infec¢bes variam de acordo com a viruléncia das
estirpes virais, apresentando-se de forma subclinica com baixa mortalidade ou de
forma grave na qual existe elevada mortalidade (GARCIA; RIBLET, 2001).

A LTI foi a primeira doenca aviaria para a qual foi desenvolvida uma vacina eficaz
(GARCIA; SPATZ; GUY, 2014), como a vacina CEO (cell embryo origin) (SAMBERG
et al, 1971, HITCHENER; FABRICANT; BAGUST, 1977; HILBINK; OEI,
ROOZELAAR, 1987); a vacina TCO (tissue cell origin) (GELENCZEI; MARTY, 1964;
FULTON; SCHRADER; WILL, 2000), porém, estes tipos de vacinas podem produzir
reversao da viruléncia e causar a doenca (HUGHES et al., 1991); sendo assim, nos
ultimos anos foram desenvolvidas uma geracdo nova de vacinas utilizando vetores
para a expressao de genes do GaHV-1 (COPPO et al., 2013; GARCIA et al., 2013) e
gue em associacdo com as boas praticas de biosseguranca poderiam ser utilizadas
como parte de programas para a erradicacdo da doenca (BAGUST; JOHNSON,
1995; DUFOUR-ZAVALA, 2008).

Diversas técnicas moleculares foram utilizadas para a caracterizagdo do virus,
tais como: PCR, RFLP, gPCR e sequenciamento do DNA (CHACON; MIZUMA;
FERREIRA, 2010), estas técnicas foram utilizadas para se conhecer a origem do

virus, (campo ou vacinal), para o monitoramento dos animais, para se realizar
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estudos epidemiolégicos e a identificacdo de possiveis eventos de recombinacao
(CHACON; FERREIRA, 2009; LEE et al., 2013).

O genoma do VLTI consiste em uma cadeia linear de fita dupla de
aproximadamente 155 Kb (BAGUST; JONES; GUY, 2000); o gene ICP4 (infected
cell protein) € um gene que se expressa antes do ciclo de replicacao e € responsavel
pela regulacéo de genes precoces e tardios durante a infeccdo (JOHNSON, et al.,
1995) e foi bastante usado em estudos epidemiolégicos para se determinar a
origem do virus envolvido no surto (JOHNSON et al., 1995; CHACON; FERREIRA,
2009; COUTO et al.,, 2014); outro gene que foi utilizado para se diferenciar os
isolados de alta ou baixa viruléncia € o gene TK (thymidine kinase), que se encontra
localizado na regiéao longa unica (HAN; KIM, 2001).

No Brasil a LTI foi descrita no ano de 1974 pela primeira vez (HIPOLITO et al.,
1974) e a partir de essa data tem sido reportada até a atualidade. No ano 2002
houve um surto na regido de Bastos (CHACON et al., 2007; CHACON; FERREIRA,
2009) e em 2010 existiu outro surto na regido de Minas Gerais (PREIS et al., 2013) e
que foi produzido por uma cepa ndo vacinal de baixa viruléncia (COUTO et al.,
2014).

O objetivo deste estudo foi detectar e caracterizar usando uma abordagem
molecular o VLTI em amostras de aves com problemas respiratérios nos anos de
2015-2016 enviadas ao Laboratorio de Ornitopatologia (LABOR) da FMVZ-USP.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Amostras virais

No presente estudo foram analisadas quarenta e duas (42) amostras
provenientes de aves com problemas respiratérios, tais como: edema facial, cabeca
inchada e esticada, assim como a presenca de espirros. Estas amostras eram
provenientes das cidades de Guatapara e Barretos (Sado Paulo) e da cidade de
Itanhandu (Minas Gerais) que foram enviadas ao LABOR-FMVZ-USP para o
diagnostico do VLTI (Quadro 1).
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Quadro 1- Identificacdo das amostras

Identificagcéo Tipo de Tipo de Sinais A Origem da
no
amostra amostra ave clinicos amostra
) Postura ]
657-3 Traqueia ] Sim 2015 Guatapara
comercial
] Postura ]
657-4 Trigémeo ) Sim 2015 Guatapara
comercial
Postura )
657-4 Palpebra ) Sim 2015 Guatapara
comercial
) Postura )
657-5 Tonsila ) Sim 2015 Guatapara
comercial
) Postura ] i
657-7 Traqueia ] Sim 2015 Guatapara
comercial
) Postura ]
695-1 Traqueia ] Sim 2016 Barretos
comercial
i Postura .
695-2 Pélpebra ] Sim 2016 Barretos
comercial
) Postura )
695-3 Trigémeo ) Sim 2016 Barretos
comercial
) Postura )
729-1 Traqueia ) Sim 2016 Itanhandu
comercial

Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)

3.2.2 Extracdo do DNA viral das amostras

O DNA viral das amostras e do controle positivo (vacina) foi extraido de
acordo com o protocolo descrito por Chomczynski (1993), como controle negativo da
reacao foi usado um tampao fosfato salino (PBS) 0,1M, pH 7,4. O DNA foi dissolvido
em 30uL de tampéo Tris-EDTA (TE) e armazenada a -20°C até a realizacdo dos

testes moleculares e sequenciamento do DNA.
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3.2.3 Triagem das amostras

As amostras foram triadas seguindo o protocolo do laboratério de
Ornitopatologia (LABOR) para o diagnostico de LTI, que amplifica um fragmento do
gene que codifica a glicoproteina E (gE) usando o método descrito por Chacon;
Ferreira (2008).

3.2.4 PCR dos genes ICP4 e TK

As amostras positivas foram submetidas a uma reacdo de PCR para
amplificar dois fragmentos do gene ICP4 utilizando o método descrito por Chacon;
Ferreira (2009). Na reacédo de PCR utilizou-se 0,5 pM de cada um dos primers
(ICP4-1F e ICP4-1R ou ICP4-2F e ICP4-2R) (Quadro 2), 2,5 pL de tamp&o 10X, 4,0
puL de dNTPs 1,25 mM, 37,5 mM de MgCl, e 1,25 U de TaqDNA polimerase
Platinum, (Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e 2,5 uL de DNA.
Agua ultrapura livre de DNAse foi adicionada a reacdo para se completar um volume
de 25 uL. A reacdo de amplificacdo ocorreu nas seguintes condicdes: 94°C/3
minutos para a desnaturacéo inicial seguida de 35 ciclos a 94°C/1 minuto, 62°C/1
minuto e 72°C/1,5 minutos e uma extenséao final a 72°C/10 minutos.

Para o gene TK se adotou o protocolo descrito por Ham; Kim (2001). A reacao
de PCR continha 0,5 uM de cada um dos primers (TKOPS e TKOPAS) (Quadro 2),
2,5 pL de tampao 10X, 4,0 pL de dNTPs 1,25 mM, 37,5 mM de MgCl, e 1,25 U de
TagDNA polimerase Platinum, (Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
e 2,5 uL de DNA. Agua ultrapura livre de DNAse foi adicionada a reacdo para se
completar um volume de 25 pL. A reacdo de Nested ocorreu nas mesmas
condicbes, exceto pelos primers (TKIPS e TKIPAS) e 2,5 puL do produto amplificado
na reacdo de PCR. As condi¢des de amplificagdo foram 95°C/3 minutos, 35 ciclos de
94°C/1 minuto, 58°C/1,5 minutos e 72°C/2 minutos, seguidos por 72°C/10 minutos
para a extensao final. As reacfGes foram realizadas num termociclador Mastercycler

Nexus X1 Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg, Germany).
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Finalmente, uma aliquota de 10 pL do produto amplificado na rea¢do de PCR

(ICP4) ou Nested-PCR (TK) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose

1,5%. As amostras foram coradas com Sybr Safe (Invitrogen). Foi utilizado o

marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen). O resultado foi analisado por

meio de um transiluminador e foto documentado por Alpha Imager Mini Analises

System (Alpha InnotechCorp., San Leandro, CA).

Quadro 2 - Primers usados para a amplificacdo dos genes ICP4 e TK

Primer Sequéncia Tamanho Referéncia
ICP4-1F ACTGATAGCTTTTCGTACAGCACG

ICP4-1R CATCGGGACATTCTCCAGGTAGCA 687pb

ICP4-2F CTTCAGACTCCAGCTCATCTG CHACON; FERREIRA, 2009
ICP4-2R AGTCATGCGTCTATGGCGTTGAC 631pb

TKOPS ATCGTATAGGCCAGCCTT
TKOPAS CCACGCTCTCTCGAGTAA 1296pb

TKIPS CTTAGCGGAACCTATGCAAG HAN; KIM, 2001
TKIPAS TAGCGTCTGGTCGATTGAAG 649pb

Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)

3.2.5 Sequenciamento de DNA

Os fragmentos amplificados foram purificados usando o kit GFX™ PCR DNA

and Gel Band Purification (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) seguindo as

recomendacdes do fabricante. Cada produto purificado foi sequénciado no sentido

senso e antisenso usando o kit Big Dye Terminator Version 3.1 Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystems by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As reacbes de

sequenciamento foram realizadas em um ABI 3730 DNA Analyzer (Applied

Biosystems by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
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3.2.6 Edicéo e analise das sequéncias

ApOs o0 processo de sequenciamento e de leitura das sequéncias, 0s
eletroforegramas foram editados e alinhados usando os softwares CLC Main
Workbench 7.0.2 e Bioedit versao 7.1.3 Biological Sequence Alignment Editor (Ibis
Biosciences). As sequéncias geradas foram analisadas usando a ferramenta BLAST
para se determinar a similaridade das sequéncias com aquelas depositadas no
GeneBank. As sequéncias de nucleotideos obtidas foram alinhadas e comparadas
com outras sequéncias do mesmo virus, de outras partes do mundo usando o
método CLUSTAL W disponivel no ClustalX 2.0.11 Package software (European
Bioinformatics Institute Saffron Walden CB10 1SD, Reino Unido). As arvores
filogenéticas foram inferidas usando diferentes métodos estatisticos e teste de
filogenia com 1000 bootstraps de replicacédo integrado no programa MEGA 5 (Center
for Evolutionary Functional Genomics — The Biodesign Institute, USA — Free Use)
(TAMURA et al., 2011).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Triagem das amostras

De um total de 42 amostras, nove (9) amostras foram positivas para o gene

gue codifica a gE com um tamanho de aproximadamente 219 pb.

3.3.2 PCR dos genes ICP4 e TK

Todas as amostras positivas (n=9) analisadas neste estudo foram submetidas
a amplificacdo de dois fragmentos do gene ICP4 o que resultou num produto de

aproximadamente 687 pb para o fragmento 1 e de 631 pb para o fragmento 2;
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também foi realizada a amplificacdo do gene TK resultando num produto de
aproximadamente 694 pb.

3.3.3 Sequenciamento de DNA do gene ICP4

O sequenciamento de DNA dos dois fragmentos do gene ICP4 permitiu a
diferenciacdo de isolados tanto das vacinas (CEO e TCO) quanto de campo,
identificando sete (07) amostras como cepas de campo e duas (02) amostras como
cepas relacionadas a vacina TCO (Figura 1). Foram observadas também delacdes
dos seguintes nucleotideos C-T-C-T-T-C-C-T-C nas posicoes 736 até 744
respectivamente, nas amostras com a identificagéo 657 (Tabela 2).

As amostras do presente estudo mostraram ao ser analisadas entre elas uma
similaridade de 98,4 — 100% de nucleotideos (NT) e de 98,2 — 100 % aminoacidos
(AA). Estas sequéncias ao ser comparadas com outras sequéncias de Brasil
apresentaram uma identidade de 97,2 - 99,8% de NT e 97,2 -99,4 de AA para as
sequéncias Bastos e uma identidade de 98,4 — 99,9% de NT e 97,9 — 99,7% AA
para as sequéncias de Minas Gerais (MG), unicamente a amostra USP 695-2
mostrou uma similaridade de 100% de NT e AA com as sequéncias de MG. As
sequéncias analisadas ao ser comparadas com as sequéncias das vacinas CEO
mostraram uma similaridade de 97,2 — 98,3% de NT e 97,2 — 97,9% de AA, e ao ser
comparadas com as sequéncias das vacinas TCO se observou uma similaridade de
98,3 —99,6% de NT e 98,7 — 99,2% de AA. (Tabela 1).



Tabela 1 - Relagcdo molecular entre os isolados Brasileiros com os de outras sequéncias do VLTI baseados na identidade de nucleotideos

iagonal)

(abaixo da diagonal) ou na identidade de aminoécidos (acima da d

Identidade de Aminodcidos (%) 1CP4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47
1 USP 657-3 - 100 100 100 99,4 97,9 98,4 98,7 98,7 97,7 98,7 98,4 98,7 98,7 98,4 98,7 98,7 98,7 97,7 98,7 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 98,7 97,7 99,2 984 984 98,4 98,4 984 97,7 97,7 98,7 97,7 97,2 97,4 98,7
2 USP 657-4T 100 - 100 100 99,4 97,9 98,4 98,7 98,7 97,7 98,7 98,4 98,7 98,7 98,4 98,7 98,7 98,7 97,7 98,7 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 98,7 97,7 99,2 984 984 984 984 984 97,7 97,7 98,7 97,7 97,2 97,4 98,7
3 USP 657-4P 100 100 - 100 99,4 97,9 98,4 98,7 98,7 97,7 98,7 98,4 98,7 98,7 98,4 98,7 98,7 98,7 97,7 98,7 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 98,7 97,7 99,2 984 984 984 984 984 97,7 97,7 98,7 97,7 97,2 97,4 98,7
a USP 657-5 100 100 100 - 99,4 97,9 98,4 98,7 98,7 97,7 98,7 98,4 98,7 98,7 98,4 98,7 98,7 98,7 97,7 98,7 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 98,7 97,7 99,2 984 984 98,4 98,4 984 97,7 97,7 98,7 97,7 97,2 97,4 98,7
5 USP 657-7 99,5 99,5 99,5 99,5 - 984 97,9 98,2 98,2 97,2 99,2 98,9 98,2 98,2 97,9 99,2 99,2 98,2 97,2 99,2 98,7 98,7 98,7 97,2 98,7 98,7 98,7 98,7 97,2 98,7 98,7 98,7 982 97,4 98,7 97,9 97,9 97,9 97,9 97,9 97,2 97,2 99,2 97,2 96,7 96,9 98,2
6 USP 695-1 98,4 98,4 98,4 98,4 98,9 - 99,4 99,2 99,2 97,2 99,2 98,9 98,7 98,7 99,4 99,2 99,2 98,2 97,2 99,2 98,7 98,7 98,7 97,2 98,7 98,7 98,7 98,7 97,2 98,7 98,7 98,7 982 97,4 98,7 99,4 99,4 99,4 99,4 99,4 97,2 97,2 99,2 97,2 96,7 96,9 98,7
7 USP 695-2 98,9 98,9 98,9 98,9 984 99,5 - 99,7 99,7 97,7 98,7 98,4 99,2 99,2 100 98,7 98,7 98,7 97,7 98,7 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 98,7 97,7 99,2 100 100 100 100 100 97,7 97,7 98,7 97,7 97,2 97,4 99,2
8 USP 695-3 98,9 98,9 98,9 98,9 985 99,4 99,9 - 99,4 97,9 98,9 98,7 99,4 99,4 99,7 98,9 989 989 97,9 989 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 989 97,9 99,4 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 97,9 97,9 98,9 97,9 97,4 97,7 99,4
9 UsP 729 98,9 98,9 98,9 98,9 98,6 99,5 99,8 99,7 - 97,9 98,9 98,7 98,9 98,9 99,7 98,9 989 989 97,9 989 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 989 97,9 99,4 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 97,9 97,9 98,9 97,9 97,4 97,7 98,9
10 EU104900.1 CEO USA 97,6 97,6 97,6 97,6 97,3 97,9 98,2 98,3 98,3 - 97,9 97,7 97,9 97,9 97,7 97,9 97,9 98,9 100 97,9 984 984 98,4 100 98,4 98,4 984 984 100 98,4 98,4 98,4 979 979 984 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 100 100 97,9 100 98,9 99,7 97,9
11 EU104908.1 TCO USA 98,6 98,6 98,6 986 99 99,6 99,2 99,3 99,4 983 - 99,7 98,9 98,9 98,7 100 100 989 97,9 100 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 989 98,2 99,4 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 97,9 97,9 100 97,9 97,4 97,7 989
12 JN542534.1 USDA reference USA 98,4 98,4 98,4 98,4 989 99,4 99 99,1 99,2 98,1 99,8 - 98,7 98,7 984 99,7 99,7 98,7 97,7 99,7 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 98,7 97,9 99,2 98,4 98,4 98,4 98,4 98,4 97,7 97,7 99,7 97,7 97,2 97,4 987
13 EU104911.1 98,8 98,8 98,8 98,8 98,5 99,3 99,5 99,6 99,4 98,1 99,3 99,1 - 100 99,2 98,9 989 989 97,9 989 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 989 97,9 99,4 99,2 99,2 99,2 99,2 99,2 97,9 97,9 98,9 97,9 97,4 97,7 100
14 EU104899.1 98,8 98,8 98,8 98,8 98,5 99,3 99,5 99,6 99,4 98,1 99,3 99,1 100 - 99,2 98,9 989 989 97,9 989 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 989 97,9 99,4 99,2 99,2 99,2 99,2 99,2 97,9 97,9 98,9 97,9 97,4 97,7 100
15 EU104910.1 98,9 98,9 98,9 98,9 984 99,5 100 99,9 99,8 98,2 99,2 99 99,5 99,5 - 98,7 98,7 98,7 97,7 98,7 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 99,2 97,7 99,2 99,2 99,2 98,7 97,7 99,2 100 100 100 100 100 97,7 97,7 98,7 97,7 97,2 97,4 99,2
16 EU104907.1 98,6 98,6 98,6 986 99 99,6 99,2 99,3 99,4 983 100 99,8 99,3 99,3 99,2 - 100 989 97,9 100 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 989 982 99,4 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 97,9 97,9 100 97,9 97,4 97,7 98,9
17 EU104906.1 98,6 98,6 98,6 986 99 99,6 99,2 99,3 99,4 983 100 99,8 99,3 99,3 99,2 100 - 989 979 100 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 989 982 99,4 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 97,9 97,9 100 97,9 97,4 97,7 98,9
18 EU104912.1 98,8 98,8 98,8 98,8 98,3 98,9 99,4 99,4 99,4 98,8 99,3 99,1 99,3 99,3 99,4 99,3 99,3 - 989 989 99,4 99,4 99,4 98,9 99,4 99,4 99,4 99,4 989 99,4 99,4 99,4 989 989 99,4 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 989 98,9 98,9 989 97,9 98,7 989
19 JIN542536.1 97,6 97,6 97,6 97,6 97,3 97,9 98,2 98,3 98,3 100 98,3 98,1 98,1 98,1 98,2 98,3 983 988 - 979 984 984 984 100 984 984 984 984 100 98,4 98,4 98,4 979 979 984 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 100 100 97,9 100 98,9 99,7 97,9
20 IN542535.1 98,6 98,6 98,6 986 99 99,6 99,2 99,3 99,4 983 100 99,8 99,3 99,3 99,2 100 100 99,3 983 - 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 99,4 97,9 99,4 99,4 99,4 989 982 99,4 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 97,9 97,9 100 97,9 97,4 97,7 98,9
21 F1477352.1 USP-01 99,1 99,1 99,1 99,1 98,7 99,3 99,7 99,8 99,7 98,4 99,4 99,3 99,6 99,6 99,7 99,4 99,4 99,6 984 93,4 - 100 100 984 100 100 100 100 984 100 100 100 99,4 984 100 99,2 99,2 99,2 99,2 99,2 98,4 98,4 99,4 98,4 97,9 98,2 99,4
22 FJ477353.1 USP-02 99,1 99,1 99,1 99,1 98,7 99,3 99,7 99,8 99,7 98,4 99,4 99,3 99,6 99,6 99,7 99,4 99,4 99,6 98,4 99,4 100 - 100 984 100 100 100 100 98,4 100 100 100 99,4 984 100 99,2 99,2 99,2 99,2 99,2 98,4 98,4 99,4 98,4 97,9 98,2 99,4
23 F1477356.1 USP-06 99,1 99,1 99,1 99,1 98,7 99,3 99,7 99,8 99,7 98,4 99,4 99,3 99,6 99,6 99,7 99,4 99,4 99,6 98,4 99,4 100 100 - 984 100 100 100 100 98,4 100 100 100 99,4 984 100 99,2 99,2 99,2 99,2 99,2 98,4 98,4 99,4 98,4 97,9 98,2 99,4
24 GQ499345.1 USP-07 97,5 97,5 97,5 97,5 97,2 97,8 98,1 98,2 98,3 99,9 98,2 98 98 98 98,1 98,2 982 98,7 99,9 982 983 983 983 - 984 984 984 984 100 984 984 984 979 979 984 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 100 100 97,9 100 98,9 99,7 97,9
25 FJ477357.1 USP-09 99,1 99,1 99,1 99,1 98,7 99,3 99,7 99,8 99,7 98,4 99,4 99,3 99,6 99,6 99,7 99,4 99,4 99,6 98,4 99,4 100 100 100 983 - 100 100 100 984 100 100 100 99,4 984 100 99,2 99,2 99,2 99,2 99,2 98,4 98,4 99,4 98,4 97,9 98,2 99,4
26 GQ499346.1 USP-11 99,1 99,1 99,1 99,1 98,7 99,3 99,7 99,8 99,7 98,4 99,4 99,3 99,6 99,6 99,7 99,4 99,4 99,6 98,4 99,4 100 100 100 983 100 - 100 100 984 100 100 100 99,4 984 100 99,2 99,2 99,2 99,2 99,2 98,4 98,4 99,4 98,4 97,9 98,2 99,4
27 GQ499350.1 USP-17 99,1 99,1 99,1 99,1 98,7 99,3 99,7 99,8 99,7 98,4 99,4 99,3 99,6 99,6 99,7 99,4 99,4 99,6 984 99,4 100 100 100 983 100 100 - 100 984 100 100 100 99,4 984 100 99,2 99,2 99,2 99,2 99,2 98,4 98,4 99,4 98,4 97,9 98,2 99,4
28 GQ499351.1 USP-18 99,1 99,1 99,1 99,1 98,7 99,3 99,7 99,8 99,7 98,4 99,4 99,3 99,6 99,6 99,7 99,4 99,4 99,6 984 99,4 100 100 100 983 100 100 100 - 984 100 100 100 99,4 984 100 99,2 99,2 99,2 99,2 99,2 984 98,4 99,4 98,4 97,9 982 99,4
29 F1477365.1 USP-27 97,5 97,5 97,5 97,5 97,2 97,8 98,1 98,2 98,3 99,9 98,2 98 98 98 98,1 98,2 98,2 98,7 99,9 98,2 983 983 983 100 983 983 983 983 - 984 984 984 979 979 984 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 100 100 97,9 100 98,9 99,7 97,9
30 GQ499352.1 USP-32 99,1 99,1 99,1 99,1 98,7 99,3 99,7 99,8 99,7 98,4 99,4 99,3 99,6 99,6 99,7 99,4 99,4 99,6 984 99,4 100 100 100 983 100 100 100 100 983 - 100 100 99,4 984 100 99,2 99,2 99,2 99,2 99,2 984 98,4 99,4 98,4 97,9 982 99,4
31 GQ499353.1 USP-45 99,1 99,1 99,1 99,1 98,7 99,3 99,7 99,8 99,7 98,4 99,4 99,3 99,6 99,6 99,7 99,4 99,4 99,6 984 99,4 100 100 100 983 100 100 100 100 983 100 - 100 99,4 984 100 99,2 99,2 99,2 99,2 99,2 98,4 98,4 99,4 98,4 97,9 982 99,4
32 GQ499355.1 USP-68 99,1 99,1 99,1 99,1 98,7 99,3 99,7 99,8 99,7 98,4 99,4 99,3 99,6 99,6 99,7 99,4 99,4 99,6 98,4 99,4 100 100 100 98,3 100 100 100 100 983 100 100 - 994 984 100 99,2 99,2 99,2 99,2 99,2 98,4 98,4 99,4 98,4 97,9 98,2 99,4
33 F1794467.1 USP-74 98,7 98,7 98,7 98,7 98,3 98,9 99,3 99,4 99,3 98 99 98,9 99,2 99,2 99,3 99 99 992 98 99 99,5 99,5 99,5 97,9 99,5 99,5 99,5 99,5 97,9 99,5 99,5 995 - 97,9 994 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 97,9 97,9 98,9 97,9 97,4 97,7 989
34 FJ794469.1 USP-81 PERU 98,5 98,5 98,5 98,5 98,1 98,7 99,1 99,2 99,1 983 99 989 99 99 99,1 99 99 995 983 99 994 99,4 99,4 98,3 99,4 99,4 99,4 99,4 983 99,4 99,4 994 989 - 984 97,7 97,7 97,7 97,7 97,7 97,9 97,9 98,2 97,9 96,9 97,7 97,9
35 K1028227.1 USP-87 99,1 99,1 99,1 99,1 98,7 99,3 99,7 99,8 99,7 98,4 99,4 99,3 99,6 99,6 99,7 99,4 99,4 99,6 98,4 99,4 100 100 100 98,3 100 100 100 100 98,33 100 100 100 99,5 994 - 992 992 99,2 99,2 99,2 98,4 98,4 99,4 98,4 97,9 98,2 99,4
36 KF786292/KF786297 2011/UFMG1 98,9 98,9 98,9 98,9 98,4 99,5 100 99,9 99,8 98,2 99,2 99 99,5 99,5 100 99,2 99,2 99,4 98,2 99,2 99,7 99,7 99,7 98,1 99,7 99,7 99,7 99,7 98,1 99,7 99,7 99,7 99,3 99,1 99,7 - 100 100 100 100 97,7 97,7 98,7 97,7 97,2 97,4 99,2
37 KF786293/KF786298 2012/UFMG1 98,9 98,9 98,9 98,9 98,4 99,5 100 99,9 99,8 98,2 99,2 99 99,5 99,5 100 99,2 99,2 99,4 98,2 99,2 99,7 99,7 99,7 98,1 99,7 99,7 99,7 99,7 98,1 99,7 99,7 99,7 99,3 99,1 99,7 100 - 100 100 100 97,7 97,7 98,7 97,7 97,2 97,4 99,2
38 KF786294/KF786299 2012/UFMG2 98,9 98,9 98,9 98,9 98,4 99,5 100 99,9 99,8 98,2 99,2 99 99,5 99,5 100 99,2 99,2 99,4 98,2 99,2 99,7 99,7 99,7 98,1 99,7 99,7 99,7 99,7 98,1 99,7 99,7 99,7 99,3 99,1 99,7 100 100 - 100 100 97,7 97,7 98,7 97,7 97,2 97,4 99,2
39 KF786295/KF786300 2013/UFMG1 98,9 98,9 98,9 98,9 98,4 99,5 100 99,9 99,8 98,2 99,2 99 99,5 99,5 100 99,2 99,2 99,4 98,2 99,2 99,7 99,7 99,7 98,1 99,7 99,7 99,7 99,7 98,1 99,7 99,7 99,7 99,3 99,1 99,7 100 100 100 - 100 97,7 97,7 98,7 97,7 97,2 97,4 99,2
40 KF786296/KF7863012013/UFMG2 98,9 98,9 98,9 98,9 98,4 99,5 100 99,9 99,8 98,2 99,2 99 99,5 99,5 100 99,2 99,2 99,4 98,2 99,2 99,7 99,7 99,7 98,1 99,7 99,7 99,7 99,7 98,1 99,7 99,7 99,7 99,3 99,1 99,7 100 100 100 100 - 97,7 97,7 98,7 97,7 97,2 97,4 99,2
41 FJ477350.1 CEO Laryngo-Vac BRA 97,5 97,5 97,5 97,5 97,2 97,8 98,1 98,2 98,3 99,9 98,2 98 98 98 98,1 98,2 98,2 98,7 99,9 98,2 983 98,3 983 100 98,3 98,3 983 983 100 98,3 98,3 983 97,9 983 983 981 981 98,1 981 981 - 100 97,9 100 989 99,7 97,9
42 FJ477351.1 CEO Nobilis-ILTBRA 97,5 97,5 97,5 97,5 97,2 97,8 98,1 98,2 98,3 99,9 98,2 98 98 98 98,1 98,2 98,2 98,7 99,9 98,2 983 983 98,3 99,8 98,3 98,3 98,3 98,3 99,8 98,3 98,3 98,3 97,9 983 983 981 981 98,1 981 981 99,8 - 979 100 989 99,7 97,9
43 FJ477349.1TCOLTI-IVAXBRA 98,6 98,6 98,6 986 99 99,6 99,2 99,3 99,4 983 100 99,8 99,3 99,3 99,2 100 100 99,3 98,3 100 99,4 99,4 99,4 98,2 99,4 99,4 99,4 99,4 98,2 99,4 99,4 99,4 99 99 99,4 99,2 99,2 99,2 99,2 99,2 98,2 98,2 - 97,9 97,4 97,7 98,9
aa IN204827.1 AUS 97,5 97,5 97,5 97,5 97,2 97,8 98,1 98,2 98,3 99,9 98,2 98 98 98 98,1 98,2 98,2 98,7 99,9 98,2 983 98,3 98,3 99,8 98,3 98,3 98,3 98,3 99,8 983 983 983 979 983 983 981 981 981 981 981 99,8 100 982 - 989 99,7 97,9
45 1X646898.1 AUS 97,5 97,5 97,5 97,5 97,1 97,7 98,1 98,2 98,1 99,4 98 97,8 98 98 981 98 98 985 994 98 983 983 983 99,3 98,3 98,3 98,3 98,3 99,3 983 983 983 979 981 983 981 981 981 981 981 993 99,3 98 993 - 987 974
a6 1X458822.1 CHI 97,5 97,5 97,5 97,5 97,2 97,8 98,1 98,2 98,3 99,9 98,2 98 98 98 98,1 98,2 982 98,7 99,9 98,2 983 983 983 99,8 983 983 983 983 99,8 983 983 983 979 983 983 981 981 981 981 981 99,8 99,8 98,2 99,8 993 - 97,7
47 DQ995291.1 CHI 98,9 98,9 98,9 989 986 99,4 99,6 99,7 99,4 98,2 99,4 99,2 99,9 99,9 99,6 99,4 99,4 99,4 98,2 99,4 99,7 99,7 99,7 98,1 99,7 99,7 99,7 99,7 98,1 99,7 99,7 99,7 99,3 99,1 99,7 996 996 99,6 99,6 99,6 981 98,1 99,4 981 981 987 -

Identidade de Nucleotideos (%) ICP4

Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)
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Figura 1 - Arvore filogenética inferida usando as sequencias dos dois segmentos do gene ICP4 das
cepas estudadas, das sequéncias vacinais e de campo de outros paises
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Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)

Legenda: A arvore filogenética foi construida utilizando o método estatistico Neighbor-Joining junto
com o modelo Kimura 2-parameter com 1000 Bootstrap de replicacdo. A barra da escala
representa o numero de substituiges por sitio. Em azul as sequéncias das cepas
estudadas no presente trabalho.

A analise filogenética com base nas sequéncias do gene ICP4 mostraram que
guatro amostras obtidas neste estudo (657-3, 657-4T, 657-4P, 657-5) foram
agrupadas em um ramo separado dos outros isolados Brasileiros (Bastos-SP e
Minas Gerais-MG). A amostra 695-2 foi agrupada no mesmo ramo das cepas de
Minas Gerais e a amostra 695-3 esta relacionada com estas amostras. A amostra

729 se encontra em um ramo separado, mas ainda relacionada com a vacina TCO.
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Duas amostras (695-1, 657-7) estdo no ramo relacionado com a vacina TCO (Figura
1).

Os dois fragmentos do gene ICP4 foram analisados em conjunto. Assim, 0S
sete isolados de campo se diferenciaram das cepas vacinais TCO e CEO (Figura 1)

e as outras duas amostras foram relacionadas a vacina TCO.

3.3.4 Sequenciamento de DNA do gene TK

Como mostra a figura 2 a analise filogenética das sequéncias das amostras
do gene de TK revelou que cinco sequéncias (657-3, 657-4P, 657-4T, 657-5, 657-7)
se encontravam no mesmo ramo das amostras brasileiras caracterizadas como de
alta viruléncia em outros estudos. As outras amostras (695-1, 695-2, 695-3, 729)
foram colocadas em um ramo com as amostras responsaveis pelo surto em Minas

Gerais caracterizadas anteriormente como de baixa viruléncia.
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Figura 2 - Arvore filogenética gerada de um fragmento do gene TK do VLTI das cepas estudadas, das
sequéncias de vacinas, de campo e de outros paises
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USP 657-4P 2015 BRA
USP 657-5 2015 BRA
N USP 657-7 2015 BRA
= DQ786401.1 USP-27 20032 BRA
2 USP 657-4 T 2015 BRA

Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)

Legenda: A arvore filogenética foi construida utilizando o método o método estadistico Neighbor-
Joining junto com o modelo Jukes-cantor com 1000 Bootstrap de replicacdo. A barra da
escala representa 0 numero de substituicdes por sitio. Em azul as sequéncias das cepas
estudadas no presente trabalho.

A analise das sequéncias de aminoacidos do gene TK geradas no presente
trabalho mostraram que as amostras analisadas do ano de 2015 (657-3, 657-4P,
657-4T, 657-5, 657-7) apresentaram uma metionina (M) na posi¢cdo 252 do gene,
caracterizando-as como cepas de alta viruléncia e as sequéncias do ano de 2016
(695-1, 695-2, 695-3, 729) mostraram uma treonina (T) na mesma posi¢ao do gene,

caracterizando estas amostras como de baixa viruléncia como se mostra na figura 3.
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Figura 3 — Andlise das sequéncias de um fragmento do gene TK geradas no presente estudo, com
outras sequéncias correspondestes as vacinas CEO e TCO e de outros isolados,
indicando a presenca dos aminoacidos metionina e treonina na posicao 252 do gene
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Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)

Legenda: A presenca de uma metionina, na posi¢cao 252 do gene TK, mostra que é uma cepa de alta
viruléncia enquanto a presenca de treonina indica que é uma cepa de baixa viruléncia. A
seta mostra a posi¢édo 252 na figura.



Tabela 2 — Alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene ICP4 analisadas no presente estudo

. Posi¢do no Gene ICP4
Sequencias

272 273 274 275 276 277 278 279 280 281 282 283 430 438 456 539 594 595 598 606 613 623 685 736 737 738 739 740 741 742 743 744 796 812 3835 3837 3838 3906 3958 3982 3993 4013 4014 4017 4048 4102 4112 4224 4299 4312 4340 4378 4378
USP 657-3 2015 Cc G GG C CCAAGA AT CGTGTGTGTGT CGTGTC* CA * *» * * = *x *x *x * G G 6 AT CT CT CTCGA ATGT ATZGTT G AT CATTCC
USP 657-4T 2015 T - -
USP 657-4P 2015 c e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
USP 657-5 2015 S .- oo oo oo oo

USP 657-7 2015 R T LU H N < R R W S

USP 695-1 2016 - - - - - - - - - - - - < - T - - - A - T - cCcTCTTCCTC - A - - - - T T - G - - - -+ - - - - A A -

USP 695-2 2016 - - - - - - - - - - - - - < T - - - A - T - CTCT T CC T C - A - - - 4 4 oo a L e

USP 695-3 2016 - - ... ... ... .- .- - - A - T - C T C T T C C T C - A - - oo ooLoo o e e e

USP 729 2016 .- ... ... T - - - A - T - C T C T T CC T C - - - oo A
EU104900.1 CEO VACCINE USA *ook ok Rk Rk Rk Rk * - A A - - - A A - - - ¢ 1T C T T C C T C - - - - - T - - - - - - A - - - - - - A -
EU104908.1 TCO VACCINE USA - - - - - - - - - - - - - - A - - - - A - - - CcCTCTITTCCTITC - - - = ““"““"7T7T7T5--6G - - - - - - - - A A -
IN542534.1 USDA reference USA - - - - - - - - - - - < - - A - - C - A - - - CTCTITTCCTITOC - - - - - “-“"T'T -6 - G - - - - < - A A -
EU104911.1 12/D/02/BCK USA - - - - - - - - - - - - - - - - -4 - - A - - - CTCTTOCTCTCAA - - - - T - - - - - - - - -'T - - - -
EU104899.1 25/H/88/BCK USA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A - - - c T ¢ T T C C T C A A - - - - T - - - - - - - - - T - - - -
EU104910.1 24/H/91/BCK USA - - - - - - - - - - - - - - - T - - - A - T - C T C T T CC T C - A - - - - - - .- - N
EU104907.1 13/E/03/BBR USA - - - - - - - - - - - - - - A - - - - A - - - CTCTITTCCTITC - - - - - -"TT-6G - - - - - - - - A A -
EU104906.1 14/E/03/BBR USA - - - - - - - - - - - - - - A - - - - A - - - CcCTCTITTCCTITTC - - - - ““" “"7T7T7T5=-6G - - - - - - - - A A -
EU104912.1 2/A/04/BR USA - - - - - - - - - - - - - A A - - - A A - - - C T C T T C C T C - - - e e T - e e e e e
IN542536.1 63140/C/08/BR USA ¥ox ook ok kX % % 4 ¥ . A A - - - AA - - - CTocCTTCCTOC - - - - - T - - - - - - A - - - - - - A -
IN542535.1 81658 USA - - - - - - - - - - - - - - - . < - - A - - - CcCTCTITTCCTITC - - - = ““"““"7T7T7T5--6G - - = - - - - - A A -
F1477352.1 USP-01 2002 Bastos e N o o e Y ol o o -
FJ477353.1 USP-02 2002 Nl ol e o ol o
F1477356.1 USP-06 2003 Bastos e i L ol e o ol o
GQ499345.1 USP-07 2003 *ook ok kR Rk Rk kK * - A A - - - A A - - G C T C T T C C T C - - - - - T - - - - - - A - - - - - - A -
FJ477357.1 USP-09 2003 N T ol S o ol o
GQ499346.1 USP-11 2003 Nl ol e o ol o
GQ499350.1 USP-17 2003 e i L ol e o ol o
GQ499351.1 USP-18 2003 N T ol S o ol o
FJ477365.1 USP-27 2003 ¥ox ook ok kX ¥ % 4 ¥ . A A - - - AA - - 6G6GCTocCTTCCTOC - - - - - T - - - - - - A - - - - - - A -
GQ499352.1 USP-32 2004 e N o ol Y o ol o
GQ499353.1 USP-45 2004 e N o ol Y ol ol o
GQ499355.1 USP-68 2008 Nl ol e o ol o
F1794467.1 USP-74 2008 - - - - - - - - - - - - A - - - - - - A - - - CTCTITTOCTCTOZC - - €CC A - - - 4 4 4 4 4 . - - -c
F1794469.1 USP-81 2008 PERU - - - - - - - - - - - - - - A - - - AA - - - CTCTITTCCTITC - - - - T - - A - A - - A A - - - - - -
KJ028227.1 USP-87 2011 Nl ol e o ol o
KF786292/KF786297 2011/UFMG1 - - - - .- ... .. 4 - T - - - A - T - C T C T T C C T C - A - - oL a o e e
KF786293/KF786298 2012/UFMG1 - - - ... ... ... T - - - A - T - C T C T T C C T C - A - - oo oo oo e e e
KF786294/KF786299 2012/UFMG2 - - - ... ... .. - - T - - <A - T - C T C T T C C T C - A - - oo oaoa e
KF786295/KF786300 2013/UFMG1 - - - - - - - . . - < - - T - - - A - T - C T C T T C C T C - A - - - oo a e e -
KF786296/KF786301 2013/UFMG2 - - - - e e e e e e e e T - - - A - T - €C T C T T €C C T C - A - -  — =« - -
F1477350.1 CEO VACCINE Laryngo-Vac ~ * ¥ % % % &% &% % % % % &% _ A A . - - A A - - G C T C T T CCT C - - - - - T - - - - - - A - - - - - - A -
FJA77351.1 CEO VACCINE Nobilis-ILT % * % % % & & % % % &% & _ A A . - - A A - - - C T CT T CCTOC - - - - - T - - - - - - A - - - - G - A -
F1477349.1 TCO VACCINE LTHIVAX - - - - - - - - - - - - - - A - - - - A - - - CcCTCTITTCCTITC - - - = " ““"7T7T7T-6G - - - - - - - - A A -
JN204827.1 AUSTRALIA *ook ok kR Rk Rk kK * - A A - - - A A - - - ¢ 1T C T T C C T C - - - - - T - - - - - - A - - - - G - A -
1X458822.1 CHINA ook ok kX kX x kX kX . A A . . . A A - - - C T CT T COCTOC - - - - - T - - - - < - A - - G - - - A -
DQ995291.1 CHINA - - - .- - -4 - - < < - - < < - - A - - - CTCTITTCOCTC - A - - = - T - - - - - - -To o=
NC_006623,1 REFERENCIA - - - - - - - . - - - - - - - . * _ _ AG - - C T CTIT T COCTCAA - - - = T - - - 4 - 4T - -

Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)
Legenda: La sequéncia NC_006623 foi usada como referéncia; *= presenca de dele¢des; - = Similaridade de Nucleotideos.
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3.4 DISCUSSAO

Estudos moleculares foram realizados para se definir a origem das amostras
causadoras de surtos, se estes foram causados por cepas de vacinas ou de campo
(OLDONI; GARCIA, 2007; CHACON; MIZUMA; FERREIRA, 2010). Para se avaliar
programas de controle numa determinada regido e o aparecimento de novos surtos
(CHACON et al., 2015).

Andlises moleculares orientadas a amplificacdo do gene ICP4 sédo realizados
habitualmente para a diferenciagdo entre cepas de vacinas daquelas de campo
(CHACON; FERREIRA, 2009; COUTO et al.,, 2014; PARRA et al., 2015). Neste
estudo este teste foi realizado para se conhecer se 0s sinais clinicos estavam sendo
causados por uma cepa de vacina, produzido pelas cepas que causaram 0S surtos
nas regides de Bastos ou Minas Gerais (COUTO et al., 2014; CHACON et al., 2015)
Ou Se existia uma nova cepa que estaria produzindo estes problemas respiratorios.

No Brasil, existiram alguns surtos que foram controlados através de vacinas
TCO e CEO no bolsdo de Bastos (Arco-iris, Bastos, Herculandia, lacri, Intbia
Paulista, Lucélia, Osvaldo Cruz, Parapud, Pracinha, Queiroz, Rindpolis, Sagres,
Salmourdo e Tupd, do EDA de Tupd, e nos municipios de Jodo Ramalho e
Rancharia, do EDA de Presidente Prudente) e que posteriormente foram
substituidas por uma vacina recombinante (CHACON, 2010; CHACON, et al., 2015).
Em Minas Gerais (Pouso Alto, Itanhandu, Itamonte, Passa Quatro) a Agéncia
Agricola Governamental autorizou unicamente o uso de vacinas vectorizadas para
controlar a doenca e para prevenir o aparecimento de novos surtos (COUTO et al.,
2014). Outro surto ocorreu em Guatapara no final do ano 2009 e comeco de 2010 e
a cepa causadora era uma cepa diferente das vacinas comerciais e de outras
amostras de campo detectadas em outros surtos no pais (LUCIANO et al., 2011).
Dessa forma, a Agéncia Governamental autorizou a vacinagdo com a vacina TCO
(portaria CDA-6 de 11/02/2011), e posteriormente, no ano 2013, autorizou 0 uso da
vacina recombinante no incubatério (portaria CDA-40 de 05/07/2013).

As sequéncias de DNA obtidas no presente estudo mostraram que as cepas
gue estdo circulando nos lotes de aves sdo de uma cepa de campo néo vacinal,

diferente das cepas que produziram os surtos em Bastos e Minas Gerais. Foram
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também encontradas cepas relacionadas a vacina TCO. Estes resultados
corroboram a eficicia da utilizagdo do gene ICP4 para a tipificagdo dos isolados de
LTI (CHANG et al., 1997; WANASAWAENG; CHANSIRIPORNCHAI, 2010;
CHACON, et al.,, 2015). Também sugerem que esta nova cepa (657) que esta
relacionada com a cepa Bastos, possivelmente, esteja causando a doenca, porque
foi caracterizada de alta viruléncia; existindo estudos que demostraram que podem
existir surtos causados por cepas de campo (ISLAM et al., 2010; DORMITORIO et
al.,, 2013), e no Brasil ja ocorreram surtos por cepas de campo de origem
desconhecida (CHACON et al.; 2010; COUTO et al., 2014).

No presente estudo foram encontradas cepas de campo (traqueia, trigémeo,
palpebra, tonsila) e cepas de vacinas (traqueia) em aves com sinais respiratorios;
concordando com estudos anteriores que indicaram que o virus da LTI pode se
replicar ativamente na traqueia, conjuntiva e estabelecer infeccdo latente no
trigémeo (WILLIAMS et al., 1992; BAGUST; JOHNSON, 1995). Além disso, diversos
estudos indicaram a presenca do virus em outros tecidos além dos respiratorios
(WANG et al., 2013; PARRA et al., 2015).

Geralmente, a infeccdo pelo virus da LTI ocorre pela reativacdo de infeccdes
latentes (HUGHES et al., 1989; BAGUST; JOHNSON, 1995) ou pela presenca de
novas cepas as quais podem existir devido a uma reversao da viruléncia das vacinas
ou pela passagem de ave para ave (RODRIGUEZ AVILA et al., 2007), porém
poucos surtos foram relatados em consequéncia a reversao da viruléncia da vacina
TCO e sim a reversdo da vacina CEO (OLDONI; GARCIA, 2007). Neste estudo se
demonstrou que a cepa encontrada em Itanhandu-MG é uma cepa de campo
diferente da cepa que causou anteriormente um surto, e esta relacionada com a
vacina TCO, embora nesta regido se utilize uma vacina vetorizada. Um estudo
mostrou que vacinas vetorizadas em regides com alto desafio, ndo oferece protecao
completa contra a doenca (JOHNSON et al., 2010). Outros estudos indicaram que
ainda ndo se conhece quantos e qual é a proporcao de lotes vacinados com vacinas
recombinantes que verdadeiramente se encontram em risco em areas de alto
desafio, consequentemente mais estudos sdo necessarios para se avaliar o
desempenho desta vacina (VAGNOZZI et al., 2012).

Neste estudo se mostrou a presenca do VLTI em areas diferentes dos surtos

ocorridos no Brasil, o seja, em Barretos, que se caracterizou como uma cepa
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parecida com a cepa causadora do surto em Minas Gerais, onde existem programas
para o controle da doenca. Assim, um estudo epidemioldgico recente mostrou que a
utilizacdo de vacinas CEO e TCO numa area de quarentena ndo foi capaz de
eliminar a circulacdo da cepa de campo na regido e que a vacina CEO e cepas
selvagens podem se espalhar para regides nao vacinadas, apesar dos das medidas
de biseguridade implementas para seu controle (CHACON et al., 2015).

Este estudo encontrou delecdo de nucleotideos nas cepas que foram
caracterizadas como cepas de campo (657), o que poderia indicar a sua viruléncia.

De acordo com os resultados do analise das sequencias do gene TK foi
possivel a diferenciacdo entre cepas de alta ou baixa viruléncia, j& que as cepas de
alta viruléncia possuem o aminoacido metionina na posi¢cao 252 do gene, e as cepas
de baixa viruléncia ou vacinais possuem o aminoacido treonina ha mesma posicao
(HAN; KIM, 2001).

3.5 CONCLUSAO

A caracterizacdo dos dois fragmentos do gene ICP4 e um fragmento do gene
TK no presente trabalho sugere que o virus que se encontra em circulacao nos lotes
de aves comerciais, causando problemas respiratorios € uma cepa de campo de alta
viruléncia (amostra 657). Ocorreu também a caracterizagdo de amostras
relacionadas a vacina TCO de baixa viruléncia (amostras 695 e 729), existindo a
possibilidade de que os sinais clinicos apresentados sejam resultado de uma
infeccdo latente reativada ou seja uma reversao de viruléncia da vacina. Dessa
forma, € importante 0 monitoramento constante das areas afetadas com a finalidade
de se evitar o aparecimento de novos surtos que produziriam grandes perdas

econdmicas a industria avicola.
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4 DESENVOLVIMENTO DE UMA REACAO EM TEMPO REAL PARA A
DETECCAO DO VIRUS DA LARINGOTRAQUEITE INFECCIOSA (V LTI)

4.1 INTRODUCAO

A Laringotraqueite infecciosa (LTI) € uma doenca que afeta a industria avicola
mundial e ataca principalmente o trato respiratério das aves (GARCIA et al., 2014). A
doenca é causada por um herpesvirus que pertence a familia Herpesviridae. E
comum em dareas com alta densidade de aves, provocando grandes perdas
econbmicas porque pode provocar morbidade e mortalidade de moderada a alta e
diminuicdo na producdo de ovos. Os principais sinais clinicos da doenca séo
dificuldade respiratoria, tosse, espirros, conjuntivite e corrimento nasal (CALLISON
et al., 2007; DAVISON et al., 2009).

Apesar das estirpes do virus da LTI (VLTI) serem homogéneas
antigenicamente (BAUER et al., 1999), variam na viruléncia, existindo cepas de
baixa viruléncia que dao origem a infeccbes leves ou inaparentes, enquanto aquelas
de alta viruléncia produzem alta morbidade e mortalidade (GUY; GARCIA, 2008).
Tanto as cepas vacinais quanto as de campo podem causar uma infeccao latente
que € caracterizada por periodos de laténcia, intercalada com episédios
espontaneos de disseminacdo do virus e aparecimento da doenca, geralmente,
causados por fatores estressantes (BAGUST, 1986; HUGHES et al., 1989;
WILLIAMS et al., 1992).

Nos ultimos anos o diagnostico do VLTI foi realizado por varias técnicas
como: histopatologia, imunofluorescéncia (IF), imunoperoxidase (IP), RFLP, reacdo
em cadeia pela polimerase (PCR), PCR em tempo real (GARCIA; SPATZ; GUY,
2014). Os ensaios realizados com o PCR convencional ou de ponto final foram
utiizados para se detectar o DNA viral na traqueia de animais infectados
experimentalmente (ABBAS; JAMES; ANDREASEN, 1996) ou infectadas
naturalmente; também foram detectados nas amostras de conjuntiva e do ganglio
trigémeo (WILLIAMS; SAVAGE; JONES, 1994; CHACON; FERREIRA, 2008). Além
disso, esta técnica também foi Util na deteccdo da doenca clinica e subclinica
(SELLERS et al., 2004; CHACON; FERREIRA, 2008).
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Os ensaios de PCR em tempo real ttm uma ampla aceitagcdo em comparacao
com o PCR convencional devido a rapidez, sensibilidade, reprodutibilidade, risco
reduzido de contaminacdo e pela capacidade de quantificar o acido nucleico viral
diretamente de amostras de ensaios experimentais ou amostras clinicas (MACKAY;
ARDEN; NITSCHE, 2002).

No presente estudo um ensaio do agente intercalante de dupla fita de DNA
SYBER® FAST PCR foi usado para a padronizacdo de uma reagcao em tempo real

para a deteccao do VLTI em amostras clinicas com suspeita de LTI.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Amostras virais

No presente estudo foram utilizadas 165 amostras estocadas, no periodo de
2009 a 2016, no acervo do Laboratério de Ornitopatologia (LABOR), provenientes de
diferentes regides do Brasil, de aves com problemas respiratérios e com suspeita

clinica da doenca (Quadro 3).

Quadro 3 - Identificacdo das amostras

(Continua)
ID da amostra Orgéo Ano
330-2 Trigémeo 2009
339-42 Traqueia e conjuntiva 2009
339-82 Traqueia e conjuntiva 2009
344-4 Trigémeo 2009
344-9 Traqueia e conjuntiva 2009
344-10 Trigémeo 2009
344-14 Trigémeo 2009
355-7 Traqueia e conjuntiva 2009
360-27 Traqueia e conjuntiva 2009
360-33 Traqueia e conjuntiva 2009




(Continuacao)

ID da amostra Orgéo Ano
360-34 Trigémeo 2009
360-37 Traqueia e conjuntiva 2009
360-38 Trigémeo 2009
360-39 Traqueia e conjuntiva 2009
360-40 Trigémeo 2009
360-46 Trigémeo 2009
367-13 Traqueia e conjuntiva 2009

373-3 Traqueia e conjuntiva 2009
373-4 Trigémeo 2009
373-9 Traqueia e conjuntiva 2009
373-11 Traqueia e conjuntiva 2009
373-17 Traqueia e conjuntiva 2009
373-17 T Trigémeo 2009
373-18 Trigémeo 2009
377-16 Traqueia e conjuntiva 2009
377-17 Trigémeo 2009
381-1 Traqueia e conjuntiva 2010
381-3 Traqueia e conjuntiva 2010
381-5 Traqueia e conjuntiva 2010
381-9 Traqueia e conjuntiva 2010
389-13 Traqueia e conjuntiva 2010
389-15 Traqueia e conjuntiva 2010
402-1 Traqueia e conjuntiva 2010
402-2 Trigémeo 2010
402-8 Trigémeo 2010
402-10 Trigémeo 2010
402-11 Traqueia e conjuntiva 2010
402-15 Traqueia e conjuntiva 2010
402-19 Traqueia e conjuntiva 2010
402-25 Traqueia e conjuntiva 2010
402-35 Traqueia e conjuntiva 2010
402-38 Trigémeo 2010
402-39 Traqueia e conjuntiva 2010
402-43 Traqueia e conjuntiva 2010
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(Continuagéo)

ID da amostra Orgao Ano
402-44 Trigémeo 2010
404-5 Traqueia e conjuntiva 2010
404-29 Traqueia e conjuntiva 2010
409-2 Trigémeo 2010
409-7 Traqueia e conjuntiva 2010
409-9 Traqueia e conjuntiva 2010
409-11 Traqueia e conjuntiva 2010
409-14 Traqueia e conjuntiva 2010
413-5 Traqueia e conjuntiva 2010
413-9 Traqueia e conjuntiva 2010
417-1 Traqueia e conjuntiva 2011
417-5 Traqueia e conjuntiva 2011
417-13 Traqueia e conjuntiva 2011
417-19 Traqueia e conjuntiva 2011
417-20 Trigémeo 2011
417-24 Trigémeo 2011
417-25 Traqueia e conjuntiva 2011
417-26 Trigémeo 2011
428-1 Trigémeo 2011
428-2 Traqueia e conjuntiva 2011
512-1 Rim 2013
512-2 Pulméo 2013
512-3 Traqueia e conjuntiva 2013
512-5 Rim 2013
512-6 Pulmé&o 2013
512-7 Traqueia 2013
514-1 Traqueia 2013
514-2 Intestino 2013
514-4 Rim 2013
514-5 Pulméo 2013
514-7 Intestino 2013
514-8 Traqueia 2013
514-9 Pulméao 2013
514-10 Rim 2013
514-11 Intestino 2013
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(Continuacao)

ID da amostra Orgao Ano
514-12 Rim 2013
514-13 Traqueia 2013
514-15 Pulméo 2013
514-16 Traqueia 2013
514-17 Tonsila 2013
514-18 Pulméo 2013
514-19 Rim 2013
514-20 Intestino 2013
518-1 Bago 2013
518-2 Rim 2013
518-3 Intestino 2013
518-4 Intestino 2013
518-5 Figado 2013
518-6 Figado 2013
518-7 Bacgo 2013
518-8 Rim 2013
518-9 Intestino 2013
518-10 Péancreas 2013
526-1 Traqueia 2013
526-2 Pulméo 2013
526-4 Traqueia 2013
526-5 Traqueia 2013
526-8 Tonsila 2013
550-1 Tonsila 2014
550-2 Rim 2014
550-3 Pulméao 2014
550-4 Traqueia 2014
550-5 Palpebra 2014
550-6 Tonsila 2014
550-7 Rim 2014
550-8 Pulméao 2014
550-9 Traqueia 2014
550-10 Palpebra 2014
551-1 Rim 2014
551-2 Saco aéreo 2014
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(Continuacao)

ID da amostra Orgao Ano
551-3 Palpebra 2014
551-4 Tonsila 2014
551-5 Pulméo 2014
551-6 Traqueia 2014
584-1 Traqueia 2014
584-2 Palpebra 2014
584-3 Pulméao 2014
584-4 Tonsila 2014
584-5 Traqueia 2014
584-6 Palpebra 2014
584-7 Pulméo 2014
589-1 Traqueia e conjuntiva 2014
589-2 Trigémeo 2014
589-3 Traqueia e conjuntiva 2014
589-4 Trigémeo 2014
589-5 Traqueia e conjuntiva 2014
589-6 Trigémeo 2014
589-7 Traqueia e conjuntiva 2014
589-8 Trigémeo 2014
607-1 Traqueia 2015
607-2 Pulméo 2015
607-3 Rim 2015
607-4 Tonsila 2015
657-1 Tonsila 2015
657-2 Rim 2015
657-3 Traqueia 2015

657-4P Palpebra 2015
657-4T Trigémeo 2015
657-5 Tonsila 2015
657-6 Rim 2015
657-7 Traqueia 2015
657-8 Palpebra 2015
657-8 Trig Trigémeo 2015
674-1 Traqueia 2016
674-2 Palpebra 2016
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(Concluséao)

ID da amostra Orgao Ano
674-3 Intestino 2016
674-4 Rim 2016
674-5 Tonsila 2016
675-1 Traqueia 2016
675-2 Palpebra 2016
675-3 Intestino 2016
675-4 Rim 2016
675-5 Tonsila 2016
695-1 Traqueia 2016
695-2 Palpebra 2016
695-3 Trigémeo 2016
714-1 Traqueia 2016
714-2 Tonsila 2016
714-3 Pulméo 2016
729-1 Traqueia 2016

Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)

4.2.2 Suspensao viral
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Uma aliqguota das amostras, previamente maceradas, foi colocada em um

microtubo contendo tampéo fosfato salino (PBS) 0,1M, pH 7,4. As amostras foram

congeladas a -80°C por 10 minutos, submetidas a 56°C por um (01) minuto para seu

descongelamento e homogeneizadas em vortex por

20 segundos.

Este

procedimento foi repetido por trés vezes. As amostras foram centrifugadas a 12.000

X g por 20 minutos a 4°C e se obteve 200uL do sobrenadante para a extracao do

DNA.
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4.2.3 Extragcdo do DNA viral das amostras

O DNA viral das amostras ou da vacina para LTI foi extraido segundo o
protocolo descrito por Chomczynski (1993), como controle negativo da reacéo foi
usado o PBS 0,1M pH 7,4. O DNA foi suspendido em 30uL de tampéao Tris-EDTA

(TE) e armazenado a -20°C para a realizacdo dos testes moleculares.

4.2.4 PCR e Nested PCR para a deteccéo do VLTI

As amostras foram testadas de acordo com o protocolo utilizado no laboratério
de Ornitopatologia (LABOR) quando existe a solicitagéo do teste para o VLTI, sendo
realizada a reacdo descrita por CHACON; FERREIRA (2008). Na reacdo de PCR
foram utilizados 22,5 yL de reacdo que continha: 0,5 yM de cada um dos primers
senso e antisenso, 2,5 yL de tampéao 10X, 4,0 yL de dNTPs 1,25 mM, 37,5 mM de
MgCI2 e 1,0 U de Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen by Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) e 2,5 yL de DNA. A reacao de amplificacdo ocorreu nas
seguintes condi¢cdes: um ciclo térmico de 94°C por 3 minutos, 45 ciclos de
temperaturas de 94°C por um minuto, 58°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos,
seguida de 72°C por 10 minutos. A segunda amplificacdo (Nested-PCR) foi realizada
de maneira semelhante, exceto que a amostra de DNA foi substituida por 2,5 pL do
produto do PCR e os primers utilizados foram GE 3S e GE 4AS. As sequéncias dos
primers, os tamanhos dos produtos amplificados e as referéncias se encontram no
quadro 4.

Uma aliquota de 10 pyL do produto do Nested-PCR foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,5%. As amostras foram coradas com Sybr Safe
(Invitrogen). Foi utilizado o marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen). O
resultado foi analisado por meio de um transiluminador Alpha Imager Mini Analises

System (Alpha InnotechCorp., San Leandro, CA).
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4.2.5 Desenvolvimento de uma reacdo de PCR em Tempo real (QPCR) para a
deteccdo e quantificagdo de um fragmento do gene qu e codifica a
glicoproteina E (gE) do VLTI

Para o desenvolvimento de uma reacdo de qPCR para a LTI foi necessario se
realizar a reacdo de PCR de ponto final que foi descrita no item 4.2.4. O produto
gerado apés a amplificacdo foi inserido no vetor Pcr™ 2.1-TOPO (Invitrogen by Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), e células competentes E. coli TOP 10 foram
transformadas e clonadas de acordo com as instru¢cdes do fabricante. O produto
amplificado para o gene que codifica a gE possuia 540 pb.

Para a comprovacdo de que o produto de PCR foi clonado, apds a
transformacao e clonagem, o plasmideo (vetor mais inserto) foi extraido usando o kit
QIAprep Spin Miniprep Kit (QUIAGEN, CA, USA), segundo as instru¢cdes do
fabricante. O DNA do plasmideo obtido foi submetido a uma reacdo de PCR de
ponto final com os primers e condigbes da reacdo descritas no item 4.2.4 para se
amplificar o fragmento do gene que foi inserido.

O produto obtido foi purificado usando o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) seguindo as recomendacdes do
fabricante. O produto purificado foi sequénciado no sentido senso e antisenso
usando o kit Big Dye Terminator Version 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As reacdes de
sequenciamento foram realizadas em um ABI 3730 DNA Analyzer (Applied
Biosystems by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Com as sequéncias obtidas
foram desenhados primers especificos com o programa CLC Main Workbench 7.0.1
(Quadro 4).
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Quadro 4 - Primers usados para a amplificacdo do gene que codifica a gE

Primer Sequéncia Reacéo Tamanho Referencia
GE 1S CGTATACCATCCTACAGACGGCA PCR de 540 ob
GE 2AS CGTACAATGGTTCGGTCTTGGA ponto final P CHACON,;
GE 3S AGTCCTCTTATAGCCATCCCCA PCR de 219 ob FERREIRA, 2008
GE 4AS CACCCCCGCGACGACGAAGT ponto final P
GLIC-EF ACGCACATGCCCTCGAA
gPCR 56 pb Este estudo
GLIC-ER GGTCCGGGACTGCCAATTA

Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)

4.2.6 Técnica da Reacdo em Cadeia pela Polimerase e m tempo real (QPCR)

A reacdo de gPCR continha um volume total de 20 pyL por reacdo. Cada
reacdo possuia 10 yL de Fast SYBR® Green Master Mix (2X) (Applied Biosystems),
0,5 uM de cada primer senso e antisenso, 1,0 yL de DNA de cada amostra ou do
DNA extraido do controle positivo e agua destilada livre de nucleases (dH20)
(Invitrogen) até se completar um volume de 20 uL. No controle negativo (NTC —No
Template Control) o volume de DNA foi substituido por dH20. As reacgfes foram
realizadas em um termociclador Step One Plus System (Applied Biosystems), no
modo fast. As condi¢cdes de temperatura e ciclos utilizados foram 95°C por 15

minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos.

4.2.7 Determinacgédo da sensibilidade e da curva padr 4o do qPCR

Para a determinacdo da sensibilidade do ensaio, o DNA plasmideal foi
extraido e quantificado no NanoDrop 2000 Spectrophotometer (NanoDrop
Technologies, Thermo Scientific, Wilmington, USA). Usando a ferramenta on-line da
Applied Biosystem DNA Copy Number and Dilution Calculator (THERMOFISHER,

2016) foi determinada a relac@o entre o niumero e a massa do plasmideo, para que
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uma diluicdo com concentracdo inicial de 1'° cépias fosse obtida. A partir desta
diluicdo, foram realizadas 10 diluicbes seriadas do plasmideo, na base 10. Dessa
forma, a curva padrdo foi realizada com 10 copias de plasmideo a 1.000.000 de
copias de plasmideo. Foram determinados os limites de deteccdo onde a
amplificacdo foi positiva. A eficiéncia da PCR também foi determinada com as
diluicbes seriadas.

As amostras descritas no Quadro 3 foram testadas com o protocolo de qPCR

para o agente intercalante de dupla fita de DNA Fast SYBR® GREEN desenvolvido.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Caracterizagao molecular (PCR convencional)

Das 164 amostras estudadas um total de 74 (45,12%) amostras foram
positivas para o gene que codifica a gE, pois apresentaram um produto amplificado
de um tamanho aproximado de 219 pb (Quadro 5).

4.3.2 Desenvolvimento de uma reacdo de PCR em Tempo real (QPCR) para a
deteccdo e quantificagdo de um fragmento do gene qu e codifica a
glicoproteina E (gE) do VLTI

A gqPCR para a deteccao e quantificacdo de um fragmento do gene que codifica
a gE do VLTI amplificou um fragmento de 56 pb. O limite de detecc¢ao (LOD - Limit of
Detection) foi de uma (01) copia de plasmideo e o limite de quantificagdo (LOQ -
Limit of quantification) era de cinco (05) copias de plasmideo. Cada coOpia equivale a
uma particula viral, mostrando uma curva com uma eficiéncia de 100,17% com um
slope de -3,318 e R2=0,983. A curva de melting se apresentou limpa, sem a

presenca de curvas adicionais, mostrando a geracdo de um produto especifico de
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amplificacdo a uma temperatura de 75,98°C, sem a presenca de produtos
inespecificos como os dimeros. Estes resultados se encontram nas Figuras 4, 5, 6.
As curvas s6 foram detectadas na presenca do VLTI e nenhuma sinal foi
detectado no controle negativo.
Do total de amostras (164), cento e trinta e trés (133) amostras foram positivas
para o VLTI através da reacdo de qPCR. Estes resultados se encontram descritos

no quadro 5 e 6.

Figura 4 - Padronizacdo da gPCR para a gk do VLTI
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Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)
Legenda: Curva de melting gerada no desenvolvimento da reacdo de gPCR para a deteccdo e
guantificacdo do gene da gE do VLTI.
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Figura 5 - Padronizacdo da qPCR para a gE do VLTI
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Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)
Legenda: Grafico de amplificacdo gerado no desenvolvimento da reacdo de gPCR para a deteccédo e
qguantificacdo do gene da gE do VLTI.

Figura 6 - Padronizagdo da gPCR para a g do VLTI.
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Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)
Legenda: Curva de eficiéncia gerada no desenvolvimento da reacdo de qPCR para a deteccdo e
guantificacdo do gene da gE do VLTI.



Quadro 5 — Resultados do PCR convencional e do qPCR das amostras analisadas

(Continua)
L Nested- PCR - gE gPCR - gE
N | eenceo e
Deteccao Viral e\t/ei;:atl;lao Quantificacao Viral
1 330-2 + + NQ
2 339-42 + + NQ
3 339-82 + + NQ
4 344-4 + + NQ
5 344-9 + + NQ
6 344-10 + + NQ
7 344-14 + + NQ
8 355-7 + + NQ
9 360-27 + + 5722777
10 360-33 - - -
11 360-34 + + 650,45
12 360-37 + + 18,56
13 360-38 - + 24,77
14 360-39 + + 5,55
15 360-40 - + NQ
16 360-46 - + 168,43
17 367-13 + + 162,89
18 373-3 - + 52,06
19 373-4 + + NQ
20 373-9 - + NQ
21 373-11 - + 23,10
22 373-17 + + NQ
23 373-17T + + 5,08
24 373-18 - + 143,25
25 377-16 + + NQ
26 377-17 + + 1149684,54
27 381-1 + + 203,92
28 381-3 + + 100,35
29 381-5 + + 488,38
30 381-9 + + 60,79
31 389-13 + + NQ
32 389-15 + + NQ
33 402-1 + + 73,34
34 402-2 - + NQ




(Continuacéo)

L Nested- PCR - gE gPCR - gE

N | eenceo e
Deteccéo Viral e\t/(?ﬁ;ao Quantificagao Viral

35 402-8 - + 211,63
36 402-10 - + 11,56
37 402-11 + + NQ
38 402-15 - + NQ
39 402-19 - + NQ
40 402-25 + + 47,45
41 402-35 - + NQ
42 402-38 - + 13,13
43 402-39 + + 122,22
44 402-43 - + NQ
45 402-44 - + 202,53
46 404-5 + + 12,18
47 404-29 + + 17,59
48 409-2 + + 5,81
49 409-7 + + 66,57
50 409-9 + + 36,84
51 409-11 + + 20,42
52 409-14 + + 23,15
53 413-5 + + NQ
54 413-9 + + 18,80
55 417-1 + + NQ
56 417-5 + + NQ
57 417-13 + + 262,96
58 417-19 + + NQ
59 417-20 + + NQ
60 417-24 + + NQ
61 417-25 + + 8299,91
62 417-26 + + NQ
63 428-1 + + 40,37
64 428-2 + + 239248,54
65 512-1 + + 10,21
66 512-2 + + NQ
67 512-3 - + NQ
68 512-5 - + NQ
69 512-6 - + NQ
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(Continuacéo)

L Nested- PCR - gE gPCR - gE

N | eenceo e
Deteccao Viral e\t/(?ﬁ;ao Quantificacao Viral

70 512-7 - + NQ
71 514-1 - - -
72 514-2 - + NQ
73 514-4 - + NQ
74 514-5 - + NQ
75 514-7 - - -
76 514-8 - + NQ
77 514-9 - - -
78 514-10 - - -
79 514-11 - - -
80 514-12 - + NQ
81 514-13 - - -
82 514-15 - + NQ
83 514-16 + + 232,27
84 514-17 + + 18,46
85 514-18 - - -
86 514-19 - - -
87 514-20 - - -
88 518-1 - - -
89 518-2 - - -
90 518-3 - - -
91 518-4 + + 27,92
92 518-5 - - -
93 518-6 - - -
94 518-7 - - -
95 518-8 - + NQ
96 518-9 - + NQ
97 518-10 - - -
98 526-1 - - -
99 526-2 - + NQ
100 526-4 - + NQ
101 526-5 - - -
102 526-8 - + NQ
103 550-1 - + 75,94
104 550-2 - + 71,42
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(Continuacéo)

L Nested- PCR - gE gPCR - gE

N | eenceo e
Deteccéo Viral e\t/(?ﬁ;ao Quantificagao Viral

105 550-3 - + 68,30
106 550-4 + + 71,88
107 550-5 + + NQ
108 550-6 - - -
109 550-7 - + NQ
110 550-8 - + 71,189
111 550-9 + 70,759
112 550-10 - - -
113 551-1 - - -
114 551-2 - + 65,62
115 551-3 - + 73,56
116 551-4 - + NQ
117 551-5 - - -
118 551-6 + + 69,17
119 584-1 - - -
120 584-2 - - -
121 584-3 - - -
122 584-4 + - -
123 584-5 - - -
124 584-6 - - -
125 584-7 - + 68
126 589-1 - + 71,63
127 589-2 - + 65,73
128 589-3 + + NQ
129 589-4 - + 70,58
130 589-5 - + 74,02
131 589-6 - - -
132 589-7 - + 87,25
133 589-8 - + 72,06
134 607-1 + + NQ
135 607-2 - + 65,12
136 607-3 - + 67,38
137 607-4 + + 145,86
138 657-1 - + 71,83
139 657-2 - + NQ
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(Conclusao)

L Nested- PCR - gE gPCR - gE
N | eenceo e
Deteccéo Viral e\t/(?::zjao Quantificagao Viral
140 657-3 + + 13993,48
141 657-4P + + 620624,53
142 657-4T + + 181,55
143 657-5 + + 808,06
144 657-6 - + NQ
145 657-7 + + 8223,63
146 657-8 - + 5,55
147| 657-8 Trig - + NQ
148 674-1 - + NQ
149 674-2 - + NQ
150 674-3 - + NQ
151 674-4 + + NQ
152 674-5 - + NQ
153 675-1 - + NQ
154 675-2 + + NQ
155 675-3 - + NQ
156 675-4 - + NQ
157 675-5 - + NQ
158 695-1 + + 500526,06
159 695-2 + + 172460,95
160 695-3 + + 29,33
161 714-1 + + 565,65
162 714-2 - + NQ
163 714-3 + + NQ
164 729-1 + + 136008,06
Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)
Legenda: +: positivo
-: hegativo
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NQ: ndo quantificado (amostras onde o VLTI foi detectado, mas, ndo quantificado porque
se encontravam com menos de cinco particulas virais que corresponde ao LOQ do ensaio)



Quadro 6 - Numero e Porcentagens de amostras positivas e negativas usando o Nested-PCR e o qPCR
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: Numero de Nested/PCR gPCR
Tipo de
Amostra Am(_)stras A t A t A t A t
Analisadas mostras % mostras % mostras % mostras %
Positivas Negativas Positivas Negativas
C+T a7 35 21,3 12 7,3 46 28,0 1 0,6
Traqueia 21 9 55 12 7,3 15 9,1 6 3,7
Pulméo 14 2 1,2 12 7,3 10 6,1 4 2,4
Trigémeo 28 16 9,8 12 7,3 27 16,5 1 0,6
Tonsila Cecal 13 5 3,0 8 4,9 11 6,7 2 1,2
Rim 16 2 1,2 14 8,5 12 7,3 4 2,4
Saco Aéreo 1 - - 1 0,6 - - 1 0,6
Figado 2 - - 2 1,2 - - 2 1,2
Intestino 9 1 0,6 8 4,9 5 3,0 4 2,4
Pancreas 1 - - 1 0,6 0 0,0 1 0,6
Péalpebra 10 4 2,4 6 3,7 7 4,3 3 1,8
Baco 2 - - 2 1,2 - - 2 1,2
Total
A 164 74 45,12 90,00 54,88 133 81,1 31 18,9
mostras

Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)
Legenda: C+T: pool de conjuntiva mais traqueia

4.4 DISCUSSAO

A LTI é uma doenca infecciosa altamente contagiosa que causa grandes

perdas na industria avicola ao redor do mundo, sendo assim, a rapida deteccdo do

virus € sumamente importante para evitar a propagacao do virus.

O diagnéstico do VLTI com base em sintomas clinicos é um tanto dificil porque

existem diversas manifestacdes clinicas da doenca fazendo com que o diagnostico
diferencial seja muito importante (CHACON; FERREIRA, 2008). Além disso, o virus
da LTI pode causar infec¢des latentes, ou seja, estes virus continuam apresentando
a capacidade de causar doenca tanto quanto os virus selvagens que estédo
circulando no ambiente (WILLIAMS et al., 1992). Dessa forma, o desenvolvimento
de métodos para o diagnostico de infec¢des clinicas como latentes sdo muito
importantes.

Diversas técnicas de PCR em tempo real, foram desenvolvidas para a
deteccdo do VLTI (CREELAN et al., 2006; CALLISON et al., 2007; ROY et al., 2015)
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tornando-se uma técnica de grande importancia devido a sua simplicidade, rapidez,
reprodutibilidade e elevada sensibilidade em comparacdo com o0s outros métodos
diagnésticos (ZHAO et al., 2013).

A glicoproteina E é uma proteina essencial para o virus, € importante na
expressao da viruléncia dos herpesvirus como o virus da Pseudoraiva (VPR) e do
herpesvirus felino, participando na disseminacdo célula-célula e na liberagéo viral
(METTENLEITER, 1991). Além de que o gene desta glicoproteina possui regides
altamente conservadas (HUMBERD, et al., 2002).

Este estudo desenvolveu e validou uma reacdo de PCR em tempo real (QPCR),
orientada ao gene que codifica a gE, baseada no agente intercalante de dupla fita de
DNA, SYBER® GREEN FAST, para a deteccdo do VLTI em amostras clinicas de
aves com presenca de problemas respiratérios. O diagndstico inicial foi realizado
através de um Nested-PCR que tem a capacidade de detectar o VLTI de amostras
clinicas de aves com infec¢des clinicas, com infec¢des latentes causadas por
amostras de vacinas ou virus selvagens (CHACON; FERREIRA, 2008). Como o
PCR em tempo real tem a capacidade de detectar o virus em amostras clinicas, é
um meétodo mais rapido do que o PCR convencional (CREELAN et al., 2006;
CALLISON et al., 2007) estas caracteristicas tornam esta reagdo muito importante,
porque determinadas situacdes exigem um diagndstico rapido e seguro, como por
exemplo quando existe um surto, pois um diagndstico rapido da presenca do virus
vai ajudar nas estratégias a serem empregadas para o controle da doenca.

A sensibilidade na detecc¢éo do virus é fundamental na avaliagdo do progresso
da infeccao e no controle da sua propagacédo (MAHMOUDIAN et al., 2011). Dessa
forma, neste estudo o gPCR do agente intercalante de dupla fita de DNA, SYBER®
GREEN FAST mostrou uma alta sensibilidade ao detectar apenas uma coépia de
plasmideo, equivalente a uma particula viral. Estes resultados sao distintos daqueles
encontrados em outros estudos onde o limite de deteccdo foi de 100 cépias
(CREELAN et al., 2006) e de 140 cépias do amplificado (CALLISON et al., 2007).

Na maioria dos estudos realizados para a detec¢cdo do VLTI por gPCR, a
tecnologia utilizada foi o0 Tagman, sendo necessaria a presenca de uma sonda para
0 seu desenvolvimento (CALLISON et al., 2007; ZHAO et al.,, 2013; ROY et al.,
2015), o que torna a reagcdo com um custo maior. Poucos estudos usam a tecnologia
do agente intercalante de dupla fita de DNA, SYBER® GREEN (CREELAN, et al.,
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2006; MAHMOUDIAN et al., 2011), esta tecnologia também foi utilizada no
diagnéstico de outros herpesvirus, demonstrando a sua sensibilidade e rapidez no
diagnostico da doenca (NICOLL; BRASS; CUBIE, 2001).

A curva padrdo utilizada no ensaio descrito por MAHMOUDIAN et al., (2011)
para o gene UL15a, apresentou uma eficiéncia global de 96,36% e um coeficiente de
determinacdo (R? de 0,994, o ensaio padronizado neste estudo mostrou uma
eficiéncia de 100,173% e um valor de R? de 0,983, mostrando a confiabilidade dos
ensaios realizados e garantindo que os valores absolutos da quantificacdo viral séo
muito confiaveis.

O estudo demonstrou também que o gPCR conseguiu detectar amostras que
foram negativas no Nested-PCR, porém, em algumas destas amostras nao
conseguiu quantificar ja que existia menos que cinco particulas virais. Dessa forma

este procedimento seria de grande ajuda no diagndstico do VLTI.

4.5 CONCLUSAO

Este estudo indicou que a utilizacdo do qPCR do agente intercalante de dupla
fita de DNA, SYBER® GREEN FAST, em vez da utilizacdo do PCR convencional em
um laboratério de diagnoéstico traz algumas vantagens como: o0 tempo de
processamento € menor, elimina a necessidade de processamento pos amplificacao;
0S custos de processamento sdo menores porque as quantidades dos reagentes sao
pequenas e nao se utilizam reagentes adicionais (ANTPs, MgCL, assim como outros
cCOmo a agarose) que aumentam o custo das reacdes e além da deteccao viral ser
rapida, e detecta o virus em amostras onde existe uma baixa concentracéo do virus.

Todos estes aspectos sdo importantes em um laboratério de diagndstico ja que
a rapidez do diagnoéstico ajuda nas decisdes a serem tomadas para dar inicio a
terapia apropriada para o controle da doenca, (NICOLL; BRASS; CUBIE, 2001).
Assim, o desenvolvimento da tecnologia de qPCR SYBR®-FAST mostrada neste
estudo pode ser usada em um laboratdério de diagnéstico por ser um teste especifico
e reprodutivel.
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5 ISOLAMENTO EM OVOS EMBRIONADOS DO VIiRUS DA LARING OTRAQUEITE
INFECCIOSA E A PADRONIZACAO DE UM PCR EM TEMPO REAL PARA A
DETECCAO DESTE VIRUS PELO GENE ICP4

5.1 INTRODUCAO

A Laringotraqueite infecciosa (LTI) é uma doenca respiratdria causada por um
DNA virus de cadeia dupla pertencente a familia Herpesviridae e ao género lltovirus,
sua distribuicdo € mundial. Suas principais caracteristicas clinicas incluem
conjuntivite, diferentes faixas de morbidade e mortalidade, diminuicdo na producéo
de ovos (GARCIA; SPATZ; GUY, 2014).

Na indastria avicola mundial a doenca é de grande importancia, porque causa
grandes perdas econdmicas, como consequéncia dos surtos causados por cepas
virulentas que diminuem a produtividade, altos niveis de mortalidade e nos lotes
recuperados da doencga, as aves podem desenvolver infecgéo latente (HUGHES et
al., 1989; 1991). As cepas podem variar a sua viruléncia e o virus da LTI (VLTI) tem
a capacidade de reverter e aumentar a viruléncia na passagem de ave para ave e
produzir novos surtos (GUY et al., 1989; BAGUST; JONES; GUY, 2000; GRAHAM et
al., 2000).

Nos ultimos anos, diversos métodos foram utilizados para conhecer a origem
das cepas envolvidas nos surtos ocorridos; estes métodos incluem o isolamento
viral, a amplificacdo e hibridizacdo do DNA viral (ABBAS; JAMES; ANDREASEN,
1996). Aléem desses, outros métodos como o RFLP-PCR e o sequenciamento de
DNA foram utilizados para se diferenciar as cepas vacinais das de campo
(CHACON; MIZUMA; FERREIRA, 2010; PARRA et al.,, 2015). O RFLP em
associacdo ao PCR em tempo real foi desenvolvido a fim de diferenciar surtos
causados tanto por cepas vacinais quanto de campo (CREELAN et al., 2006).

O isolamento viral pode realizar-se a partir de material de campo, em ovos
embrionados de galinha SPF (specific pathogen free) inoculados via membrana
corio-alantoide (MCA), ou em cultura celular (HUGHES; JONES, 1988;
SCHNITZLEIN; RADZEVICIUS; TRIPATHY, 1994; BAGUST; JONES; GUY, 2000).
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Apesar do isolamento ser uma técnica amplamente usada e proporcionar resultados
satisfatérios o procedimento é muito demorado (HUGHES; JONES, 1988).

A deteccdo do DNA pode ser realizada por PCR convencional ou por PCR em
tempo real (QPCR), e estes métodos se tornaram preferidos para o diagndstico viral
(CREELAN et al., 2006; CALLISON et al., 2007; MAHMOUDIAN et al., 2011); em
especial o gPCR, pela ampla aceitacdo, devido a sua rapidez, alta sensibilidade,
reprodutibilidade e reducdo do risco de contaminacdo (MACKAY; ARDEN;
NITSCHE, 2002).

O objetivo do presente estudo foi isolar o VLTI em ovos embrionados de
galinha e avaliar a detec¢éo e quantificagdo do virus usando o PCR em tempo real
(gPCR), com a tecnologia Tagman com o gene ICP4 (infected cell protein 4) como

alvo.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Amostras virais

No presente estudo foram utilizadas cinquenta e duas (52) amostras
armazenadas no acervo do Laboratorio de Ornitopatologia (LABOR) provenientes de
aves com problemas respiratérios e com suspeita clinica da doenca de diferentes

regides do Brasil (Quadro 7).



Quadro 7 - Identificacdo das amostras

(Continua)
Identificacdo Tipo de ) Sinais Origem da
Tipo de ave N Ano
amostra amostra clinicos amostra
330-2 Trigémeo | Reprodutoras Sim 2009 Guapiagu
Traqueia e
339-42 o NI NI 2009 NI
conjuntiva
Traqueia e
339-82 o NI NI 2009 NI
conjuntiva
) Postura )
344-4 Trigémeo _ Sim 2009 Tupé
comercial
Traqueia e Postura .
344-9 o . Sim 2009 Tupa
conjuntiva comercial
R Postura ]
344-10 Trigémeo . Sim 2009 Tupa
comercial
R Postura ]
344-14 Trigémeo ) Sim 2009 Tupa
comercial
Traqueia e Postura _
355-7 o ) Sim 2009 Bastos
conjuntiva comercia
Traqueia e Postura _ 2009 )
360-27 o ) Sim lacri
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura .
360-39 o . Sim 2009 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura .
367-13 o . Sim 2009 Bastos
conjuntiva comercial
] Postura ]
373-4 Trigémeo . Sim 2009 Bastos
comercial
Traqueia e Postura _
373-17 o ) Sim 2009 Bastos
conjuntiva comercial
Postura
373-17 Trigémeo _ Sim 2009 Bastos
comercial
Traqueia e Postura _
377-16 o ) Sim 2010 Bastos
conjuntiva comercial
] Postura ]
377-17 Trigémeo . Sim 2010 Bastos
comercial
Traqueia e Postura . )
381-1 o . Sim 2010 Rancharia
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura . )
381-3 o _ Sim 2010 Rancharia
conjuntiva comercial




(Continuacéo)

Identificacéo Tipo de ] Sinais Origem da
Tipo de ave N Ano
amostra amostra clinicos amostra
Traqueia e Postura . )
381-5 o . Sim 2010 Rancharia
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura . )
381-9 o . Sim 2010 Rancharia
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura .
389-13 o ) Sim 2010 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura _
389-15 o ) Sim 2010 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura _
402-1 o ) Sim 2010 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura .
402-11 o . Sim 2010 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura .
402-25 o . Sim 2010 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura .
402-39 o . Sim 2010 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura _
404-5 o ) Sim 2010 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura _
404-29 o ) Sim 2010 Bastos
conjuntiva comercial
) Postura )
409-2 Trigémeo . Sim 2010 Bastos
comercial
Traqueia e Postura .
409-7 o . Sim 2010 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura .
409-9 o . Sim 2010 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura _
409-11 o ) Sim 2010 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura _ )
413-5 o ) Sim 2010 lacri
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura _
413-9 o ) Sim 2010 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura .
417-1 o . Sim 2011 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura .
417-5 o . Sim 2011 Bastos
conjuntiva comercial
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(Conclusao)

Identificacéo Tipo de ] Sinais Origem da
Tipo de ave N Ano
amostra amostra clinicos amostra
Traqueia e Postura .
417-13 o . Sim 2011 Bastos
conjuntiva comercial
Traqueia e Postura .
417-19 o ) Sim 2011 Bastos
conjuntiva comercial
Postura
417-20 Trigémeo _ Sim 2011 Bastos
comercial
) Postura )
417-24 Trigémeo _ Sim 2011 Bastos
comercial
Traqueia e Postura .
417-25 o . Sim 2011 Bastos
conjuntiva comercial
] Postura ]
417-26 Trigémeo . Sim 2011 Bastos
comercial
] Postura ]
657-3 Traqueia . Sim 2015 Guatapara
comercial
) Postura )
657-4 Trigémeo ) Sim 2015 Guatapara
comercial
Postura )
657-4 Palpebra _ Sim 2015 Guatapara
comercial
) Postura )
657-5 Tonsila ) Sim 2015 Guatapara
comercial
] Postura ]
657-7 Traqueia . Sim 2015 Guatapara
comercial
] Postura ]
695-1 Traqueia . Sim 2016 Barretos
comercial
Postura ]
695-2 Palpebra _ Sim 2016 Barretos
comercial
) Postura )
695-3 Trigémeo ) Sim 2016 Barretos
comercial
USP 59 NI NI NI NI NI
USP 60 NI NI NI NI NI

Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)
Legenda: NI=n&o informado

99



100

5.2.2 Suspensao viral

Uma aliquota das amostras, previamente maceradas, foi colocada em um
microtubo contendo tampéo fosfato salino (PBS) 0,1 M, pH 7,4. As amostras foram
congeladas a -80°C por 10 minutos, submetidas a 56°C por um (01) minuto para seu
descongelamento e homogeneizadas em vortex por 20 segundos. Este
procedimento foi repetido por trés vezes. As amostras foram centrifugadas a 12.000

X g por 20 minutos a 4°C.

5.2.3 Isolamento em ovos embrionados

As amostras descritas no quadro foram inoculadas em ovos embrionados de

galinha SPF, segundo o fluxo de atividades abaixo:

O inoculo foi preparado da seguinte forma:

a. Um pool de macerado de cada amostra positiva para o VLTI foi suspenso
em PBS 0,1 M, pH 7,4 (1:1).

b. A suspenséo foi centrifugada a 12.000 x g/ 20 minutos/ 4°C.

c. Um mililitro do sobrenadante foi recuperado, adicionando-se 20 uL de
gentamicina 30mg/mL ao inoculo.

d. Uma aliqguota de 150 pL de cada amostra foi inoculada em ovos
embrionados SPF de 10 dias de idade (n=4) pela membrana corio-
alantéide (MCA), e os ovos foram incubados a 37°C por 5 dias.

e. Os ovos foram observados sob ovoscopia, uma vez ao dia para a
deteccdo de mortalidade. Os ovos que apresentaram morte embrionaria
nas primeiras 24 horas foram eliminados.

f. Ao quinto dia poés-inoculacdo (Pl) as MCA e o liquido alantoide foram
recolhidos.
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g. As MCA colhidas foram maceradas, suspensas em PBS 0,1M, pH 7,4,
tratadas com antibidtico como detalhados nos itens b e ¢ para serem
usadas na passagem subsequente.

h. Apdés cada passagem, os embrides e a MCA dos ovos inoculados foram
avaliadas em procura de alteragbes patolégicas macroscopicas, como
nanismo e presencia de placas necraéticas.

i. O liquido alantoide (200 pyL) e a MCA (200 pL da suspencao descrita no
literal a e b) coletadas apds cada passagem foram submetidos a extracéo
de DNA e a posterior deteccdo e quantificagdo do VLTI pela técnica do
gPCR através da amplificacdo do gene ICP4.

As amostras foram também submetidas ao Nested-PCR como descrito no
item 4.2.4.

5.2.4 Extracdo do DNA viral das amostras

O DNA viral das amostras foi extraido segundo o protocolo descrito por
Chomczynski (1993), como controle negativo da reagao foi usado o PBS 0,1M, pH
7,4. O DNA foi dissolvido em 30uL de tampé&o Tris-EDTA (TE) e armazenada a -

20°C para a realizacao dos testes moleculares.

5.2.5 Padronizacdo e Desenvolvimento de uma reacdo de PCR em Tempo real

(gPCR) para a deteccéo e quantificacdo do gene ICP4  do VLTI

Na reacdo de PCR com o gene ICP4 como alvo, foram utilizados 22,5 uL de
reacao que continha: 0,5 yM de cada um dos primers senso e antisenso (Quadro 8),
2,5 pL de tampéo 10X,4,0 yL de dNTPs 1,25 mM, 37,5 mM de MgCI2 e 1,0 U de
TagDNA polimerase Platinum (Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

e 2,5 uL de cDNA. A reacdo de amplificacdo ocorreu nas seguintes condi¢cfes: um
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ciclo térmico de 94°C por 2 minutos, 35 ciclos de temperaturas de 94°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, seguida de 72°C, por 5
minutos.

O produto gerado ap6s a amplificacédo foi inserido em um vetor Pcr'™ 2.1-
TOPO (Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), células competentes de
E. coli TOP 10 foram transformadas e clonadas de acordo com as instru¢cdées do
fabricante. O produto amplificado para o gene ICP4 aprsentava 942 pb.

Para a comprovacdo de que o produto de PCR foi clonado, apds a
transformacao e clonagem, o plasmideo (vetor mais inserto) foi extraido usando o kit
QIAprep Spin Miniprep Kit (QUIAGEN, CA, USA), segundo as instru¢cdes do
fabricante. O DNA do plasmideo obtido foi submetido a uma reacdo de PCR de
ponto final com os primers e condi¢cdes da reagao descritas acima para se amplificar
o fragmento do gene que foi inserido. O produto amplificado foi purificado usando o
kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, Piscataway, NJ,
USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. O produto purificado foi
sequénciado no sentido senso e antisenso nas mesmas condi¢cdes do descrito no
item 4.2.5. (Quadro 8).

Quadro 8 - Primers usados no qPCR para a amplificacdo do gene ICP4

Primer Sequéncia Reacdo Referén cia
ICP4-F CGCAGAGGACCAGCAAAGACCG bCR
ICP4-R GAAGCAGACGCCGCCGTAGGAT
ICP4-F CCCCACCCAGTAGAGGAC
Quetal., 2012.
ICP4-R CGAGATACACGGAAGCTGATTT bCR
FAM-CAGTCTTTGGTCGATGACCCGC- a
ICP4 probe
TAMRA

Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)
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5.2.6 Técnica da Reacdo em Cadeia pela Polimerase e m tempo real (QPCR) para
0 gene ICP4

A reacdo de qPCR usada seguiu o protocolo descrito por OU et al. (2012) e
continha um volume total de 20 pL por reacdo. Cada reacdo possuia 10 pyL de
Tagman Master Mix (2X), 0,5 uM de cada primer senso e antisenso, 0,5 yuL de probe
4 uM (0,1 pM; quadro 8), 2,5 puL de agua destilada livre de nucleases (dH20)
(Invitrogen), e 5 pL do DNA de cada amostra ou do DNA extraido do controle
positivo e agua destilada livre de nucleases (dH20) (Invitrogen) até se completar um
volume de 20 pyL. No controle negativo (NTC —No Template Control), o volume de
DNA foi substituido por dH20. As reacdes foram realizadas em um termociclador
Step One Plus PCR System (Applied Biosystems). As condi¢cdes de temperatura e
ciclos foram de 95°C de ativagdo por 15 minutos, 40 ciclos a 95°C por 30 segundos

para a desnaturacéo e 60°C por 60 segundos para a hibridizacéao e extensao.

5.2.7 Determinacéo da sensibilidade e da curva padr 4o do qPCR do gene ICP4

Para a determinacdo da sensibilidade do ensaio, o DNA do plamideo foi
extraido e quantificado no NanoDrop 2000 Spectrophotometer (NanoDrop
Technologies, Thermo Scientific, Wilmington, USA). Usando a ferramenta on-line da
Applied Biosystem DNA Copy Number and Dilution Calculator (THERMOFISHER,
2016) foi determinada a relacdo entre o numero e a massa dos plasmideos, para
que uma diluicdo com concentracéo inicial de 10'° cépias fosse obtida. A partir desta
diluicdo, foram realizadas 10 diluicbes seriadas do plasmideo, na base 10. Dessa
forma, a curva padrao foi realizada com o nimero de 10 a 100.000.000 copias de
plasmideos. Foram determinados os limites de deteccdo onde a amplificacao foi
positiva. A eficiéncia da PCR também foi determinada com as dilui¢cdes seriadas.

5.3 RESULTADOS
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5.3.1 Isolamento em ovos embrionados

De 52 amostras inoculadas, apenas em dez (10) amostras se conseguiu 0
isolamento do virus. As alteragbes macroscopicas encontradas nos embrides foram
0 nanismo quando comparados com os embrides do controle negativo, nenhuma
outra alteracdo macroscopica foi observada no embrido. As membranas corio-
alantoides (MCA) apresentavam-se mais espessas e com a presenca de placas com
bordas opacas e com uma area central deprimida de necrose caracteristicas do
virus (Figura 7). Os embribes do grupo controle negativo nao apresentaram

nenhuma alteracao patoldgica macroscopica.
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Figura 7 — Lesdes macroscoOpica encontradas nos embrides e MCA dos ovos embrionados

FONTE: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)
Legenda: Figura 7 - A: embriBes do controle negativo; B: comparacdo de tamanho dos embrides; C:
MCA normal; D, E, F: MCA com leséo (seta).
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5.3.2 Reacao de PCR em Tempo real (qQPCR) para a det ecc¢éao e quantificacdo do
gene ICP4 do VLTI

A gPCR para o gene ICP4 amplificou um fragmento de 126 pb o limite de
deteccdo (LOD - Limit of Detection) foi de uma copia de plasmideo e o limite de
guantificacdo (LOQ - Limit of quantification) foi de dez copias de plasmideo, sendo
gue cada copia de plasmideo equivale a uma particula viral. Dessa forma, a curva
padrdo mostrou uma eficiéncia de 100,265%, com um slope de -3,316 e R2=0,998,

gerando um produto especifico de amplificacdo (Figuras 9 e 10).

Figura 9 - Padronizacdo da gPCR para o gene ICP4 do VLTI
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Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)
Legenda: Curva de eficiéncia gerada no desenvolvimento da reacdo de qPCR para a deteccado e
quantificacdo do gene ICP4 do VLTI.
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Figura 10 - Padronizacdo da gPCR para o gene ICP4 do VLTI
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Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)
Legenda: Grafico de amplificacdo gerado no desenvolvimento da reacdo de gPCR para a deteccédo e
quantificacdo do gene ICP4 do VLTI.

5.3.3 Deteccéo e quantificagdo do VLTI

A MCA e o liquido alantoide obtido em cada uma das passagens foram
submetidos a reacdo de Nested-PCR e gPCR. O VLTI foi detectado e quantificado,
confirmando a presencga do virus nos tecidos do embriéo e o seu isolamento, como
se mostra no quadro 9. As MCA e o liquido alantoide no grupo controle negativo
obtido em cada uma das passagens foi negativo ao VLTI apds ser submetido a

reacao do qPCR.



Quadro 9 — Resultados obtidos dos dois testes realizados no presente estudo

Primeira Passagem Segunda Passagem Terceira Passage m

Identificacéo Nested-PCR gE gPCR-ICP4 Nested-PCR gE gPCR-ICP4 Nested-PCR gE gPCR-ICP4

MCA LIQ MCA LIQ MCA LIQ MCA LIQ MCA LIQ MCA LIQ
657-3 traqueia + + 1071,6 4553,1 + - 434,9 382,2 + - 263,2 1201,7
657-4 péalpebra + + 4410,2 1388350 + - 118,6 245,0 + - 128,8 102,5
657-4 trigémeo - + 2283,5 362870 - - 52,6 1111,2 + - 1007,8 101,5

657-5 tonsila + + 136,2 2346,3 - + 420,7 1673,3 + + 97,5 19,1

657-7 traqueia + - 2563,0 764,2 - + 136,2 98,7 + + 1254,5 1551,0
695-1 pélpebra + - 3817,3 1658,5 + - 658,4 102,2 + + 464,3 157,8
695-2 traqueia - + 8775,3 1570,7 - - 4482,2 1499,3 + + 465,5 458,5
695-3 trigémeo + + 1361,1 1796,8 - - 160,4 59,5 + - 200,6 509,2
USP-59 + + 3006571,9 253864,6 + + 256,9 560,5 + - 784,0 455,2
USP-60 - + 1430,0 1139,7 - + 1307,9 1933,2 + - 563,8 645,2

Fonte: (SANTANDER-PARRA, S. H., 2016)
Legenda: valores por uL de DNA
+ = positivo
- = negativo
MCA = Membrana corio-alantoide
LIQ = liquido alantoide

80T
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5.4 DISCUSSAO

O VLTI é um dos patégenos aviarios que pode causar uma morbidade de até
100% e uma mortalidade variavel de 5-70%, mas, geralmente os indices sao de 10-
20% dependendo das condi¢cdes imunoldgicas e sanidade das aves (GARCIA,
SPATZ; GUY, 2014). A importancia da doenca € devido as perdas de producao tanto
em frangos de corte quanto em poedeiras comerciais (CHACON, 2005).

Os métodos de diagnostico comumente utilizados para a deteccdo do VLTI
sdo o isolamento viral em ovos embrionados e em cultura celular, histopatologia
(ABBAS; JAMES; ANDREASEN, 1996), porém, estes métodos sao muito
trabalhosos e demorados; é por isso novos métodos foram desenvolvidos para que a
deteccdo do virus seja mais rapida e especifica tais como RPLP, PCR, PCR em
tempo real (QPCR) (CHACON; FERREIRA, 2008; MAHMOUDIAN et al., 2011;
PARRA et al., 2015).

Neste estudo existiram amostras onde o isolamento nos ovos embrionados
nao foi possivel; provavelmente porque nas amostras originais a concentracao viral
tenha sido muito baixa ou as amostras tivessem particulas virais inativadas
(CHACON; FERREIRA, 2008). O isolamento foi possivel em amostras obtidas em
2015 e 2016, isto sugere que as particulas virais das amostras que ndo se isolaram
podem ter perdido, em consequéncia de congelamentos e descongelamentos,
fragmentos de DNA essenciais para a replicacdo viral. Um estudo também
demonstrou que o isolamento de uma cepa circulante em um surto, em lotes de
frangos de corte, ndo foi facil, e tampouco a microscopia eletrbnica foi
suficientemente sensivel para detectar o VLTI mesmo nas MCA que se encontravam
espessadas (CRESPO et al., 2007).

Nas amostras isoladas neste estudo, puderam se observar as lesdes
descritas na literatura, como a formacdo de placas opacas nha MCA que podem
variar de alguns focos dispersos até uma grande extensédo (GARCIA; SPATZ; GUY,
2014).

Diversos estudos utilizaram como alvo o gene ICP4, assim, este gene é de
grande importancia porque possui regides hiper variaveis (TRIST et al., 1996), que

sao utilizadas para se realizar estudos epidemioldgicos e ajudam na diferenciacéo
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de cepas vacinais e de campo; além de ser usado para a deteccdo tanto de
infeccbes latentes quanto clinicas (CHACON; FERREIRA, 2008; CHACON;
FERREIRA, 2009). Outros estudos indicaram que o gene ICP4 € um importante
regulador da transcricdo, sendo de grande importancia na replicacéo viral (WAIDER
et al. 2011).

Este estudo mostrou um limite de quantificacdo de dez particulas virais, sendo
mais eficiente que o estudo orientado também ao gene ICP4 realizado por
CREELAN (2006) onde o limite foi de 100 particulas virais. Também se evidenciou
uma eficiente sensibilidade do ensaio ja que conseguiu amplificar amostras clinicas
que foram isoladas nos ovos embrionados e em amostras que foram negativas no
Nested-PCR, sendo o alvo o gene gE.

Estudos anteriores mostraram que a MCA € o sitio de replicacao viral, onde
se observam as lesfes e € usada para a realizagdo das passagens subsequentes
necessarias ao isolamento (CHACON, 2005; CHACON et al., 2007; ISLAM et al.,
2010). Nao existem estudos onde o liquido alantoide é utilizado com esta finalidade.

Neste estudo se detectou e observou um numero elevado de particulas virais
no liquido alantoide dos ovos embrionados que foram inoculados, inclusive em
amostras que foram negativas no Nested-PCR convencional e em amostras onde
existia um numero menor de particulas virais na MCA,; indicando a utilidade do
liquido para a deteccéo do virus. Outros estudos também demonstram que o liquido
alantoide também foi usado para avaliar as propriedades biolégicas de uma cepa
atenuada utilizada no desenvolvimento de uma vacina viva atenuada (IZUCHI,
HASEGAWA; MIYAMOTO, 1981; IZUCHI; HASEGAWA, 1983).

5.5 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou o isolamento de amostras do VLTI em ovos
embrionados de galinha, e que o virus foi capaz de se multiplicar e propagar além da
MCA, no liquido alantoide. Mostrou também a dificuldade no isolamento do virus
quando se trata de amostras que poderiam ter uma carga viral baixa ou a presenca

de particulas ndo viaveis, principalmente, em amostras que foram armazenadas por
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um tempo maior. Por outro lado, o gPCR orientado a deteccédo e quantificacdo do
gene ICP4 do VLTI se mostrou um método rapido para a deteccdo e quantificacao
viral quando comparado com o Nested-PCR convencional, que necessita além da
amplificacdo a realizacdo da eletroforese para a obtencdo dos resultados. Dessa

forma, € um método que poderia ser usado para um rapido diagnéstico do VLTI.



112

REFERENCIAS

ABBAS, F; JAMES, R; ANDREASEN, J. comparison of diagnostic tests for infectious
laryngotracheitis. Avian Diseases , v. 40, n. 2, p. 290-295, 1996.

BAGUST, T. J.; JONES, R. C.; GUY, J. S. Avian infectious laryngotracheitis. Revue
Scientifique et Tecnique-office International des E  pizootiespizooties , v. 19, n. 2,
p. 483-492, 2000.

CALLISON, S. A.; RIBLET, S. M.; OLDONI, I.; SUN, S.; ZAVALA, G.; WILLIAMS, S,;
RESURRECCION, R. S.; SPACKMAN, E.; GARCIA, M. Development and validation
of a real-time Tagman PCR assay for the detection and quantitation of infectious
laryngotracheitis virus in poultry. Journal of Virological Methods , v. 139, n. 1,

p. 31-38, 2007.

CHACON, J. L. Virus da laringotraqueite infecciosa: deteccédo e caracterizacao
molecular, isolamento , diagndstico diferencial e epidemiologia de um surto em
granjas de poedeiras comerciais na regido de Bastos, Estado de Séao Paulo. 115p.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Univeridade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2005.

CHACON, J. L.; BRANDAO, P. E. B.; VILLAREAL, L. Y. B.; GAMA, N. M;
FERREIRA, A. J. P. Survey of Infectious Laryngotracheitis Outbreak in Layer Hens
and Differential Diagnosis with other Respiratory Pathogens. Brazilian Journal of
Poultry Science , v. 9, p. 61-67, 2007.

CHACON, J. L.; FERREIRA, A. J. P. Development and validation of nested-PCR for
the diagnosis of clinical and subclinical infectious laryngotracheitis. Journal of
Virological Methods , v. 151, p. 188-93, 2008.

CHACON, J. L.; FERREIRA, A. J. P. Differentiation of field isolates and vaccine
strains of infectious laryngotracheitis virus by DNA sequencing. Vaccine, v. 27, n. 48,
p. 6731-6738, 2009.

CHACON, J. L.; MIZUMA, M. Y.; PIANTINO FERREIRA, A. J. Characterization by
restriction fragment length polymorphism and sequence analysis of field and vaccine
strains of infectious laryngotracheitis virus involved in severe outbreaks. Avian
Pathology , v. 39, n. 6, p. 425-433, 2010.



113

CHOMCZYNSKI, P. A reagent for the single-step simultaneus isolation of RNA, DNA
and protein for the cell and tissues samples. Biotechniques , v. 15, p. 532-536,
1993.

COUTO, R. M.; PREIS, I. S.; BRAGA, J. F. V.; BRASIL, B, S. A. F.; DRUMMOND, M.
G.; MARTINS, N. R. S.; ECCO, R Molecular characterization of infectious
laryngotracheitis virus in naturally infected egg layer chickens in a multi-age flock in
Brazil. Archives of Virology ,v. 160, n. 1, p. 241-252, 2014.

CREELAN, J. L.; CALVERT, V. M.; GRAHAM, D. A.; McCULLOUGH, S. J. Rapid
detection and characterization from field cases of infectious laryngotracheitis virus by
real-time polymerase chain reaction and restriction fragment length polymorphism.
Avian Pathology , v. 35, n. 2, p. 173-179, 2006.

CRESPO, R.; WOOLCOCK, P. R.; CHIN, R. P.; SHIVAPRASAD, H. L.; GARCIA, M.
Comparison of diagnostics techniques in an outbreak of infectious laryngotracheitis
from meat chickens. Avian Diseases , v. 51, n. 4, p. 858-862, 2007.

DORMITORIO, T. V.; GIAMBRONE, J. J.; MACKLIN, K. S. detection and isolation of
infectious laryngotracheitis virus on a broiler farm after a disease outbreak. BioOne ,
v. 57, n. 4, p. 803-807, 2013.

GARCIA, M.; RIBLET, S. M. characterization of infectious laryngotracheitis virus
isolates : demonstration of viral subpopulations within vaccine preparations. Avian
Diseases, v. 45, n. 3, p. 558-566, 2001.

GARCIA, M.; SPATZ, S.; GUY, J. S. Infectious Laringotracheitis. In: SAIF, Y. M.
GLISSON, J. R.; FADLY, A. M.; McDOUGALD, L. R.; NOLAN, L. K.; SWAYNE, D.E
(Org.). Diseases of Poultry . 13th. ed. [S.l.]: lowa States Press, 2014. p. 161-179.

GRAHAM, D. A.; McLAREN, I. E.; CALVERT, V.; TORRENS, D.; MEEHAN, B. M.
RFLP analysis of recent Northern Ireland isolates of infectious laryngotracheitis
virus : Comparison with vaccine virus and field isolates from England , Scotland and
the Republic of Ireland. Avian Pathology , v. 29, n. 1, p. 57-62, 2000.

GUY, J. S.; BARNES, H. J.; MUNJER, L. L.; ROSE, L. Restriction endonuclease
analysis of infectious laryngotracheitis viruses: comparison of modified-live vaccine
viruses and North Carolina field isolates. Avian Diseases , v. 33, p. 316-323, 1989.



114

HUGHES, C. S.; GASKELL, R. M.; JONES, R. C.; BRADBURY, J. M.; JORDAN, F.
T. Effects of certain stress factors on the re-excretion of infectious laryngotracheitis
virus from latently infected carrier birds. Reserch in Veterinary Science , v. 46,

p. 274-276, 1989.

HUGHES, C. S.; JONES, R. C. Comparison of cultural methods for primary isolation
of infectious laryngotracheitis virus from field material. Avian Pathology , v. 17, n. 2,
p. 295-303, 1988.

HUGHES, C. S.; WILLIAMS, R. A.; GASKELL, R. M.; JORDAN, F. T. W.;
BRADBURY, J, M.; BENNETT, M.; JONES, R C. Latency reactivation of infectious
laryngotracheitis vaccine virus. Archives of Virology , v. 121, p. 213-218, 1991.

ISLAM, M. S.; KHAN, M. S. R.; ISLAM, M. A.; HASSAN, J.; AFFROZE, S.; ISLAM,
M.A. Isolation and characterization of infectious laryngotracheitis virus in layer
chickens. Blangadesh Journal of Veterinary Medicine , v. 8, p. 123-130, 2010.

MACKAY, I. M.; ARDEN, K. E.; NITSCHE, A. Real-time PCR in virology. Nucleic
Acids REsearch , v. 30, n. 6, p. 1292-1305, 2002.

MAHMOUDIAN, A.; KIRKPATRICK, N. C.; COPPO, M.; LEE, S. W.; DEVLIN, J. M,;
MARKHAM, P. F.; BROWNING, G. F.; NOORMOHAMMADI, A. H. Development of a
SYBR Green quantitative polymerase chain reaction assay for rapid detection and
quantification of infectious laryngotracheitis virus. Avian Pathology , v. 40, p. 237—
242, 2011.

OU, S.; GIAMBRONE, J. J.; MACKLIN, K. S. Comparison of a TagMan real-time
polymerase chain reaction assay with a loop-mediated isothermal amplification assay
for detection of Gallid herpesvirus 1. Journal of Veterinary Diagnostic

Investigation , v. 24, p. 138-141, 2012.

PARRA, S. H. S.; NUNEZ, L. F. N.; ASTOLFI-FERREIRA, C. S.; FERREIRA, A. J. P.
Persistence of the tissue culture origin vaccine for infectious laryngotracheitis virus in
commercial chicken flocks in Brazil. Poultry Sience , p. 2608-2615, 2015.

SCHNITZLEIN, W. M.; RADZEVICIUS, J.; TRIPATHY, D. N. Propagation of
infectious laryngotracheitis virus in an avian liver cell line. Avian Disseases , v. 38,
n. 2, p. 211-217, 1994,



115

TRIST, H. M.; TYACK, S. G.; JOHNSON, M. A,; PRIDEAUX, C. T.; SHEPPARD, M.
Comparison of the genomic short regions of a vaccine strain (sa-2) and a virulent
strain (CSW-1) of infectious laryngotracheitis virus (Galid herpesvirus 1). Avian
Diseases, v. 40, n. 1, p. 130-139, 1996.

WAIDER, L. A.; BURNSIDE, J.; ANDERSON, A. S.; BERNBERG, E. L.; GEMAN, M.
A.; MEYERYS, B. C.; GREEN, P. J.; MORGAN, R. W. A microRNA of infectious
laryngotracheitis virus can downregulate and direct cleavage of ICP4 mRNA.
Virology , v. 411, p. 25-31, 2011.

IZUCHI, T.; HASEGAWA, A. Pathogenicity of infectious laryngotracheitis virus as
measured by chicken embryo inoculation. Avian Diseases , v. 26, p. 18-25, 1981.

IZUCHI, T.; HASEGAWA, A.; MIYAMOTO, T. Studies on the ive-virus vaccine
against infectious laryngotracheitis of chickens. Il. Evaluation of thr tissue-culture-
modified strain C7 in laboratory and field trials. Avian Diseases , v. 8, p. 323-330,
1983.





