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Resumo

O pneumovirus aviario (PVA) causa infeccdio aguda no trato respiratonio em perus
(rinotraqueite de perus) e galinbas (sindrome da cabega inchada) com inicio abrupto e
disseminagdo. No presente trabalho foram estudados dois isclados de PVA: SHS BR-119 ¢
SHS BR-121 quanto a morfologia, sorologia, cultivo em anel de traqueal, inoculagio
experimental em aves SPF, propriedades fisico-quimicas e perfil eletroforético em PAGE-
SDS frente a quatro isolados de PVA de diferentes origens. Inicialmente, todos os isolados
de PVA foram inoculados e adaptados em culturas de células CER para produgdo de
antigenos, que resultou em titulos virais variando de 10> a 10% TCIDso/ml. Em cultivo de
aneal traqueal observou-se ciliostase na segunda passagem apenas em uma das amostras
virais analisadas. O estudo fisico-quimico demonstrou que os isolados brasileiros tratam-se
de virus RN A envelopados, termolabeis e sem atividade hemaglutinante e de hemadsorgao.
As observagdes morfologicas & microscopia eletrnica demonstraram ser um virus
pleomorfico e espiculado. O perfil eletroforético em PAGE-SDS demonstrou uma
composi¢io similar dos polipeptideos virais entre as diferentes amostras estudadas. Os
antissoros produzidos a partir dos virus purificados foram utilizados no teste de
soroneutralizacfio cruzada Os resultados deste ensaio mostraram que as duas cepas virais
brasileiras cruzam com as outras cepas estudadas, confirmando a ocorréncia de semelhangas
antigénicas amplamente descritas na literatura internacional. O resultado do estudo soroldgico
do PVA em aves matrizes mostrou que das 901 amostras de soro analisadas através dos testes

de ELISA e soroneutralizagio, ambos 0s testes demonstraram uma positividade anti-SHS BR-

119 (67% e 66,5% respectivamente). Também foram analisadas 724 amostras de soro de

frangos de corte através dos testes .d.e ELf[SA. e SN com posmvadadede 29% .e. '. 5,1% -

respectivamente



Abstract

Avian Pneumovirus (APV) causes an acute respiratory tract-infection both in
turkeys (turkey rhinotracheitis) and chicken (swollen head syndrome) with sudden onset
and rapid spread through the flocks. In this work were characterized two types of avian
pneumovirus from brazilian chicken by electron microscopy, serological analysis (serum
neutralization and ELISA tests), physico-chemical properties (thermostability, chloroform
sensitivity, effect of IUDR and pH, haemagglutination and haemodsortion tests) and
compared its polypeptide composition with four other avian pneumoviruses using SDS-
PAGE. All isolates from APV were propagated in cells cultures of CER for antigens
production with titre varying from 10°? to 10%° TCIDsy/ml. Only one isolated showed
ciliostasis after the second passage. The physico-chemical tests and morphological
observation showed that brasilian’s isolates are pleomorphic RNA viruses, spicular,
enveloped, thermolabile and not haemagglutinating. The SDS-PAGE profile of the viruses
were very similar. Virus neutralisation tests revealed non reaction of the two brazilian
isolates with the other different isolates. Nine hundred one serum samples of breeders and
seven hundred twenty four serum samples of broilers were analysed using the serological
tests of serum neutralization (SN) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and
both tests showed serum positivity, respectively, 66.5 and 67% to breeders and 5.1 and 2.9
to broilers. In the experimental inoculation of SPF birds with two brazilian isolates and one

germany isolated observed serological conversion after the first inoculation
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I - Introducao

A avicultura brasileira conseguiu em menos de duas décadas situar-se entre os
trés maiores exportadores de carne de frango. Em 1994, os dados mostraram um
crescimento de 10% na produgiio de carne de frango, ou seja, foram produzidas cerca de 3
milhSes e 450 mil toneladas e em 1995 alcangou 3 milhdes ¢ 800 mil toneladas.
Atualmente, o Brasil ocupa a 2* posi¢io mundial de produtor e exportador de carne de
frango, com uma produgfio aproximada de 4 milbdes e 450 mil toneladas e exporta¢do de
650 mil toneladas. O consumo de carne de frango "per capita” no mercado interno subiu de
17,1 Kg em 1994 para 23,3 Kg em 1997. A produgdio de ovos, representa 6,2 bilhdes de
unidades/ano, situando-se o Brasil em 9° lugar na produgdo mundial segundo os dados da

UBA (http: www. rudah. com. br./ uba 1997).

A Sindrome da Cabega Inchada (SCI) € uma enfermidade associada a presenca
do pneumovirus avidrio e que afeta matrizes, poedeiras ¢ frangos de corte levando a
elevadas perdas econdmicas. Em frangos de corte, estas perdas podem chegar a 20%,
causando elevada morbidade (100%) e a enfermidade tem curso de duas a trés semanas
sendo que a mortalidade pode variar entre 1 a 5% quando ocorrem infecgdes secundarias e
de 20 a 30% em condigdes de contaminagdes por agentes secundérios (Pattison ef a/.,1989;
Gough ef al, 1994; Naylor et al., 1997). Em matrizes e poedeiras a doenga se manifesta
normalmente no inicio do pico de postura (entre 24 ¢ 52 semanas) levando a uma

morbidade e mortalidade relativamente baixas, variando de 3 a 10% e de 1 a 4%,

" respectivamente. A queda na producio de ovos, fica em tomno de 1 a 10% durante 22 4

sernanas e morte embrionaria em incubadoras pode chegar até 10% (O'Brien, 1985; Morley
& Thompson, 1984; Bell & Alexander, 1990; Hafez & Loehren, 1990).

Relatos sorologicos sobre a presenca de PVA no Brasil foram realizados pela
primeira vez por Ams & Hafez (1992) com isolamento do virus de aves matrizes dos
Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais (Arns & Hafez, 1995).



Considerando a importante colocacdo do Brasil no mercado avicola
internacional, torna-se relevante importante a realizagio do estudo comparativo destas
amostras isoladas com isolados provenientes de ocutros paises. Dessa forma, tendo-se em
vista a escassez de informagOes relativas ao conhecimento de PVA na avicultura brasileira,

empreendeu-se O presente estudo que teve como objetivos:

- estudar a reatividade cruzada de amostras de PVA isoladas no Brasil e em
outros paises, frente a soros policlonais homologos ¢ heterdlogos através de técnicas de
virusneutralizagdo.

- verificar a presenca de efeito ciliostatico em cultura de anel traqueal.

- caracterizar os isolados brasileiros de PVA através de microscopia eletronica,

propriedades fisico-quimicas e bioquimicas.

- comparar o perfil eletroforético de dois isolados brasileiros com quatro

isolados de PVA de diferentes paises europeus através de SDS-PAGE.




II- REVISAO DE LITERATURA

DEFINICAO

O PV A causa a rinotraqueite em perus e também coriza em galinhas d’Angola.
Em associagdo com outros agentes infecciosos principalmente Escherichia coli, produz a
Sindrome da Cabega Inchada (SCI), também conhecida por celulite facial em galinhas
(Nunoya ef al., 1991; Tanaka et al., 1995) e que afeta frangos de corte de 3 a 6 semanas de
idade (Morley & Thompson, 1984), matrizes entre 24 e 36 semanas de idade bem como
galinhas poedeiras entre 24 ¢ 36 semanas de idade (Hafez & Lorhen, 1990). Esta doenga
em galinhas tem sido relacionada também com ao acometimento do sistema respiratorio
superior, presente na coriza infecciosa, com desenvolvimento subsegilente de edema facial

e sub-mandibular além de, eventualmente, apresentar otite.
2 - HISTORICO

Morley & Thompson (1984) relataram a ocorréncia de um surto de doenga
respiratoria na Africa do Sul, caracterizado pelo aparecimento de aves com as
caracteristicas clinicas de inchago facial. Este quadro, popularmente conhecido na Africa

do Sul como "DIKKOP" (Cara Inchada) foi denominado pelos autores de "Swollen Head

Coronavirus de sorotipo ainda desconhecido e Escherichia coli, embora em alguns casos,

tenham sido também isolados os virus da doenga de Newcastle e particulas virais
semelhantes 4 Mixovirus. De acordo com os autores, este tipo de problema teria surgido
durante a pandemia da Doenca de Newcastle, ocorrida de 1971 a 1972 e que, em 1974,
mesmo apoés o controle da Doenca de Newcastle, o problema ainda persistia. Como ndo se
conhecia a etiologia da SCI, atribuia-se a ocorréncia desse estado morbido a problemas de
ma ventilagio e poeira ambiental. No inicio da década de 80, a ocorréncia concomitante de
um surto de doenga respiratéria em perus, caracterizada pelo aparecimento de rinotraqueite
e de SCI em galinhas (tanto matrizes reprodutoras como frangos de corte) alojadas

proximas as criagdes de perus, simultaneamente na Inglaterra e na Franga, levou-se a supor



que tanto a SCI <omo a rinotraqueite (TRT-Turkey Rhinotracheitis) possuiam a mesma

etiologia (Picault et al.,1587a).

Em 1984, Diaz de Espada & Perona, observaram a sintomatologia da SCI, em
frangos de corte mna Espanha e concluiram que a patogenicidade do agente isolado em
embrides de galinhas SPF (“Specific Pathogen Free™) e sua capacidade hemaglutinante ndo
eram caracteristicas para o virus da Bronquite Infecciosa Aviaria. Drouin et al., (1985),
relataram na Francga os mesmos sintomas em galinhas e O'Brien e Goren (1985) observaram

igual sintomatologgia em matrizes na Inglaterra e Noruega.

Mc Dougall & Cook (1986) e Wilding ef al., (1986) isolaram em culturas de
anéis de traquéia de perus acometidos de TRT, um agente viral semelhante a um
Coronavirus ou a um Ortomixovirus e o denominaram de agente ciliostatico. Giraud er al
(1986b), isolaram na Franga pelo mesmo sistema, um agente ciliostatico que foi adaptado
em células Vero (Kidney African Green Monkey) que apresentavam um efeito citopatico

caracterizado por inclusdes eosinofilicas e com semelthanga a Mixovirus.

Em 1988, Zellen relatou casos de SCI em frangos de corte no Canada;
Perelman ef al. em matrizes em Israel e Hafez, em frangos de corte e matrizes, na
Alemanha. El Howuadfi ef al. (1991) observaram casos da SCI em frangos de corte em
Marrocos, Decanini ef al., (1991) em matrizes no México; Ams & Hafez (1992) em frangos

de corte, matrizes e poedeiras no Brasil; Lu ef al, (1994) em frangos ¢ matnzes, na

“"Tailandia; Tanaka ef al’, (1995) no Japao e Nagaraja (1997) nos Estados Unidos.

Frente ao exposto e sabendo-se que ja em meados de 1980, Buys & Du Preez
na Africa do Sul, teriam isolado um agente ciliostatico de perus, Kaleta (1992) discute que
provavelmente o agente viral teria sido encontrado originalmente em galinhas d'Angola
nativas da Africa e que teria se adaptado em perus e galinhas. Hoje, as infecgBes causadas
por Pneumovirus tem sido descritas em varios paises, tanto em perus como em galinhas
(Tabela 1) mas, de acordo com estudos clinicos e sorologicos retroativos, ha evidéncias de

que a doenga teria aparecido j4 no final da década de 60; porém, é dificil afirmar



exatamente quando o Pneumovirus foi realmente envolvido no problema visto que o

mesmo ¢ de dificil isolamento.

."I‘.a.h.el.z.il. - Paises 6nde o virus .d.a SCI foi iéoiéﬂo

PAIS AUTOR ANO
FRANCA PICAULT et al. 1987
ESPANHA PAGES MANTE & SAN GABRIEL 1988
AFRICA DO SUL  BUYSetal 1989
HOLANDA KOUWENHOVEN et ai. 1990
REINO UNIDO JONES et al. 1991
ALEMANHA HAFEZ ef al. 1993
TAIWAN LU et al. 1994
JAPAO TANAKA et al. 1995
BRASIL ARNS & HAFEZ 1995
USA NAGAJARA 1998

3 - ETIOLOGIA

3.1- HISTORICO

Os primeiros surtos da SCI detectados na Africa do Sul foram relacionados com
a ocorréncia de Coronavirus. No momento, sabe-se que a SCI € decorrente de um processo
de infec¢do primaria por Pneumovirus associado com infecgdo secundaria com E. coli e/ou

outros agentes infecciosos virais ou bacterianos ¢/ou fatores ambientais (Diaz de Espada &

<. PErOna, 1984, Morley & TROMSOR, LIBA. ..ooniommsommmmnsssnsosmosisssonisssmisisissisi sty

As pesquisas realizadas nos anos subseqiientes ndo levaram ao conhecimento
de um agente especifico responsavel pela doenga. Sabe-se que regularmente ocorre E. coli
no isolado, porque esta bactéria tem um papel especial, quando ocorre como agente
secundario (Pages Mante, 1984; O'Brien, 1985). Embora o comportamento da rinotraqueite
dos perus e a sindrome da cabega inchada em galinhas apresentem um desenvolvimento
paralelo evidente, nio havia conhecimento de relagdo entre as duas formas da doenca
(O'Brien, 1985).



Apds o isolamento do PVA em perus (Cook & Mc Dougall, 1986; Giraud ef o/,

1986 a,b, Wilding ef al., 1986) e provas sorologicas dos anticorpos contra o virus TRT em

_galinhas (Wyeth ez al,, 1987) foi finalmente comprovada uma ligagéo entre entre estes dois

virus. Picault er /., (1987) isolaram um virus parecido com PVA de érgios respiratorios de
galinhas que adoeceram com SCIL Perus e pintos SPF foram inoculados com
homogeneizado de tecido do trato respiratdrio demonstrando sinais clinicos, com uma
rinotraqueite tipica em perus e sintomatologia branda em pintos. Além disso, reisolou-se o
virus inoculado em animais infectados experimentalmente. Resuitados comparaveis foram

observados também apos infecgdo experimental de galinhas d'Angola.

Buys et al., (1989 a) isolaram um virus em frangos com sintomas da SCI na
Africa do Sul. O virus, designado 2381/88, mostrou ter afinidade com o virus TRT de perus
€ 0s autores observaram sintomas respiratorios semelhantes apos infecgdo experimental em
pintos. Os pintos imunizados com isolado de peru 91/78 nfo apresentaram nenhum sintoma
clinico apods infecgdo com o patégeno isolado de galinhas. Os autores, baseando-se nestas
observagdes, concluiram que o virus isolado de galinhas (amostra 2381/88) seria uma sub-

populagdo do virus TRT adaptada em galinhas.

Tanaka er al., (1996) relataram a detec¢iio sorologica do PVA em lotes de
frangos de corte (matrizes). Os soros coletados num periodo de dez anos mostraram
presenca de anticorpos sO a a partir de 1988, indicando a possivel entrada de virus neste

periodo no Japdo. Observaram, ainda, que os indices de soros positivos aumentaram a cada

ano, comprovando a disseminacao do virus por todo o pais.
3.2 - CLASSIFICACAO

Acreditou-se inicialmente que o virus TRT de perus se tratava de um
Coronavirus (Morley & Thomson, 1984) mesmo apresentando semelhancas com
Ortomixovirus (Mc Dougall & Cook, 1986). Outros autores classificaram-no como
semelhante a Mixovirus (Giraud ef al., 1986b) ou Pseudomixovirus (Giraud ef a/., 1988). O

tamanho, as caracteristicas morfologicas, fisicas, quimicas e sorologicas levam a conclusio



que o virus TRT se classifica na familia Paramyxoviridae, género Pneumovirus (Collins &
Gough, 1988, Giraud et al., 1988; Alexander 1990). Collins et al., em 1986, compararam o
 perfil_eletroforético do TRT-virus em PAGE-SDS com Paramixovirus 1 e 3, dois

Coronavirus aviarios, Ortomixovirus e virus respiratoério sincicial bovino. As bandas
observadas no TRT-virus se diferenciaram claramente dos outros virus pertencentes a
outros géneros e familias, porém foram observadas semelhangas com o virus sincicial
bovino. O perfil eletroforético do PVA se diferenciou claramente dos outros isolados
pertencentes aos géneros ¢ familias, observando-se semelhangas somente com o virus

sincicial bovino.

Collins & Gough (1988) compararam através de PAGE-SDS o perfil
eletroforético do PVA com os Pneumovirus de bovinos, humano, camundongo ¢ um
Paramixovirus aviario (Virus da Doenca de Newcastle, cepa Ulster 2C). Os autores
observaram que duas proteinas do isolado PVA se mostraram analogas as do Pneumovirus

¢ bem distintas das proteinas do virus da doenga de Newcastle.




3.3 - TAXONOMIA DO PARAMIXOVIRUS

“Tabela 2: Taxonomia do Paramixovirus

camundongos)

PVA (pneumovirus aviario)

Galinhas e Perus

Fonte: ICTV: International Commitiee on the Taxonomy of Viruses

Subfamilia Género Espécies Hospedeiro
Paramyxovirinae  Paramyvovirus Parainfluenza humana tipo 1-3 Homem
Parainfluenza bovinos Boi
Virus Sendai Rato
Morbilivirus Sarampo Homem

Cinomose Cio

Cinomose Golfinho

Cinomose Foca

Peste bovina Boi

Rubulavirus Caxumba Humanos

Newcastle (Paramixovirus tipo 1} Aves

Paramixovirus aviario 2-9 Aves

Parainfluenza humana 2, 4a, 4b Homem

Rubulavirus suino (La-piedad- Porco

Michoacan)

Parainfluenza de primatas tipo 5- Macaco
S
Pneumovirinae Preumovirus VRS (virus respiratério sincicial  Homem

humano)

VRSB (virus respiratorio sincicial Boi

bovino)

VPC (virus da pneumonia de Camundongos



3.4 - PROPRIEDADES ESTRUTURAIS DOS PARAMIXOVIRUS

Os virus sdo pleomorficos, usualmente esféricos, com didmetro aproximado de
150 nm, sendo comuns as formas filamentosas. O envelope ¢ derivado da membrana
lipidica celular, incorporando 2 ou 3 glicoproteinas virais € 1 ou 2 proteinas ndo
glicosiladas. As proje¢des na superficie da célula medem 8 - 12 nm de comprimento,
distantes entre si de 7 a 10 nm de acordo com o género. O niicleocapsideo tem simetria

helicoidal e mede 13 - 18 nm de didmetro.

Os wvirus sdo sensiveis a solventes lipidicos, detergentes ndo idnicos,
formaldeido e agentes oxidantes. O &cido nucleico gendémico é uma molécula Gnica de
RNA ss, peso molecular de 5-7 x 10° | cerca de 0,5% do peso da particula viral. As
proteinas comuns a todos os géneros s3o: 3 proteinas associadas ao nucleocapsideo
denominadas proteinas de ligagdo a RNA (N ou NP), fosfoproteina (P) e uma polimerase. O
envelope contém uma proteina matriz ndo glicosilada (M) e duas proteinas glicosiladas
compreendendo a proteina de fusfio (F) e a proteina de fixacdo (G,H ou HN). As proteinas
variaveis incluem as proteinas nfo estruturais (C,1C/NS1 e 1B/NS,0), uma proteina de
membrana integral pequena (SH/1A), uma segunda proteina ndo glicosilada no interior do

envelope (M2 /22 Kda) e uma proteina rica em cisteina (V).

As enzimas variavelmente representadas e relatadas entre géneros sio:

transcriptase, poliadenilato transferase, metil transferase RNAm e neuraminidase. Os

~ lipideos representam cerca de 20 - 25% do peso e sdo derivados da célula hospedeira. Os

carbohidratos representam 6% do peso e sua composi¢io depende da célula hospedeira
(Calnek, 1995).

3.5 - PROPRIEDADES DO PNEUMOVIRUS AVIARIO (PVA)

O pneumovirus aviario (PVA) apresenta pleomorfismo acentuado e projegbes
de 13 a 14 nm, distribuidas uniformemente na superficie. As formas esféricas apresentam

diametro de 80 a 200 nm, enquanto que as filamentosas apresentam 1 a 2 pm ou mais de
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comprimento. O nucleocapsideo € helicoidal com didmetro de 13 a 14 nm e peso molecular
de 5-7x10°. O PV A apresenta uma densidade de 1,20 a 1,22g/ml em gradiente de sacarose

1993).

O PV A apresenta atividade hemaglutinante e neuraminica negativas ndo
aglutinando eritrOcitos de aves ou de mamiféros. Sdo virus RNA de fita simples, ndo
segmentada de sentido negativo, com 15 a 16 Kb, contendo seis ou mais genes que
codificam a fosfoproteina P (35-40 KDa) e uma proteina L (200 KDa} com funcio de
polimerase. Ambas proteinas sdo necessarias ao processo de transmissdio e replicagdo,
estando aschiadas a nucleoproteina N (38-43 KDa) do virus. Sdo codificadas também
proteina G (82-84 KDa), proteina glicosilada responsavel pela ligagdo do virus a célula do
hospedeiro, proteina F (68 KDa) responsavel pela fusdo, proteina matriz M (30-35 KDa) e
um polipeptideo n#o identificado de 19-22 KDa. (Collins & Gough, 1988; Ling & Pringle,
1988; Gough & Collins, 1989; Fenner, 1993).

O virus ¢ sensivel ao cloroformio e éter, podendo ser inativado pelo calor a
temperatura de 56°C ou 60°C por 30 minutos (Collins ef al., 1986; Mc Dougall & Cook,
1986, Collins & Gough, 1988, Buys ef al., 1989 a; Hafez & Weiland, 1990, Hafez, 1992).
Apresenta-se bastante sensivel em relagio a agentes desinfectantes. Assim, Lysovet-PA,
Vennovet-1 e H2O, em concentragdo de 0,5 % podem inativa-lo completamente em 15
minutos (Hafez & Arns, 1991). E estavel a intervalos de pH entre 3,0 ¢ 9,0 (Giraud et al.,

Gough & Collins (1989} detectaram por PAGE-SDS em culturas infectadas sete
polipeptideos com pesos moleculares de 200, 84, 54, 42, 37, 31 e 14 KDa, sendo que os
polipeptideos de 54 e 84 KDa mostraram ser de natureza glicosilada. Gough et al., (1994)
demonstraram através de PAGE-SDS que a estrutura molecular do virus isolado era similar

a estrutura do virus CVL 14/1, cujas proteinas ji eram conhecidas.
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3.6 DIVERSIDADE ANTIGENICA

Os testes de soroneutralizac@o utilizando-se antissoro policlonal e precipitacdo
em gel de agar ndo mostraram nenhuma diferenga entre as amostras isoladas nos diferentes
paise§ (Baxter Jones ef al., 1987), sugerindo a existéncia de um Gnico sorotipo do virus.
Gough & Collins (1989) compararam 3 isolados de PVA através de microscopia eletrdnica,
neutralizagdo cruzada, imunodifusdo dupla e eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS.
Os autores observaram que os 3 isolados apresentaram morfologia e antigenicidade
similares. OLoan ef al., (1992) analisaram cinco amostras virais isoladas na Franca, Gri-
Bretanha e Africa do Sul por técnicas de imunofluorescéncia e microscopia eletrdnica e
comprovaram os resultados anteriores. Trabalhos posteriores comparando cepas virais de
varios paises demonstraram alguma diversidade (Hafez, 1992; Collins et al., 1993; Cook et
al, 1993 b), embora fosse considerado até entdo que todas as cepas pertencessem a um

sorotipo.

Hafez (1994) demonstrou similaridade entre cepas alemis e inglesas em relacio
a cepa francesa, atraves dos testes de neutralizagio cruzada e PAGE-SDS. Utilizando-se de
teste ELISA o autor constatou que 0s soros provenientes da Franga sO apresentaram
resultados positivos com antigeno homologo, enquanto que 0s soros provenientes da

Alemanha e Inglaterra apresentaram reacdo positiva também com antigenos heterélogos.

Entretanto, as provas realizadas com anticorpos monoclonais (Mabs) e,

posteriormente, métodos moleculares revelaram diferengas indicando que os isolados de

PVA pertenciam a dois sub-grupos (Naylor ef al., 1997). Cook et al., (1993 a) observaram
que o virus isolado na Africa do Sul em 1978 e outro isolado na Inglaterra em 1985 eram
muito mais relacionados do que os virus isolados na Inglaterra e na Franga entre pequenos
intervalos de tempo. Collins ef al (1993) usando um perfil diferente de anticorpo
monoclonal, observaram que os 3 isolados da Inglaterra estavam muito mais relacionados

entre si do que com as cepas isoladas na Italia, Hungria e Espanha.
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Naylor et al (1997) relataram que os surtos oriundos na Gri-Bretanha entre

1994 e 1995 estavam associados com um PVA pertencente ao sorotipo B. No periodo de

antigénicas similares ao virus dos sorotipos A e B.

A base molecular para diferencas entre as cepas virais foi confirmada por
Juhasz & Easton ((1994) que compararam a segqiiéncia de nucleotidios da proteina de ligacao
(G) provenientes de isolados de cinco continentes diferentes e com a variante local do
isolado previamente estudado na Inglaterra. A seqiiéncia nucleotidica indicou pelo menos 2
grupos distintos, analogos ao grupo descrito para Virus Respiratério Sincicial. Os isolados
da Inglaterra e Franca formaram um sub-grupo enquanto que os isolados da Espanha, Itélia

e Hungria formaram um segundo sub-grupo.

Esta demonstragio de diferentes subtipos é o avango mais importante na
pesquisa de PVA. Embora as diferencas encontradas sejam na proteina G, a qual esta
intimamente envolvida nos estagios iniciais da infec¢do, hd implicagio 6bvia para a
protecdo pelas vacinas e diagnostico sorologico usando virus especificos como antigenos de
referéncia em meétodo de ELISA e soroneutralizagdo cruzada. A demonstragio de que
existe uma diversidade de antigenos entre os diferentes isolados dos virus tem implicagdes
importantes para o diagnostico sorologico (Toquin er al, 1996). Além disso, o
conhecimento mats profundo da estrutura molecular pode aumentar o entendimento da

disseminagio regional e global do Pneumovirus.

O PVA infecta principalmente perus, matrizes e frangos de corte, sendo as
poedeiras também susceptiveis (O'Brien, 1985; Picault ef a/., 1987; Buys et al, 1989a). Os
virus isolados de perus e galinhas podem infectar ambas espécies, sendo a diferenca que os
virus isolados de galinhas provocam a doenga clinica em perus e galinhas e os virus
isolados em perus nd3o sdo capazes de induzir sinais clinicos caracteristicos em galinhas
(Buys et al., 1989b).
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3.7 - MULTIPLICACAO VIRAL

A etapa inicial é a adsor¢do do virus nos receptores da célula. A fuso das
membranas viral e celular é causada pela agio da proteina F e entio o complexo

nucleocapsideo entra na célula.

A replicagio intracelular do virus tem lugar inteiramente dentro do citoplasma e
como o virus RINA tem sentido negativo, € necessario o RNA viral direcionar a RNA
polimerase (transcriptase) para produzir fita complementar de sentido positivo que atua
como RNA mensageiro e utilizar os mecanismos celulares que capacitam a tradugio em
proteinas virais. A proteina F € sintetizada como precursor ndo funcional, FO, o qual requer
quebra a F1 e F2 por proteinas do hospedeiro. As proteinas virais sintetizadas na célula
infectada sdo transportadas para a membrana celular, a qual se torna modificada por sua
incorporagio. Depois de um alinhamento do nucleocapsideo proximo as regides
modificadas da membrana celular, as particulas virais s@o liberadas da superficie celular
{Calnek, 1995).

3.8- PATOGENIA

A patogenia viral refere-se a interagio de fatores do virus e hospedeiro que
levam a produg¢d@c da enfermidade. As primeiras portas de entrada do virus sdo as

membranas que recobrem o trato respiratorio. A transmissdo € geralmente associada ao

contato intimo com estas superficies bem como fatores ambientais favoraveis. Assim, em

condicdes de baixa umidade bem como ma ventilagao, calor intenso, poeira e clima seco, a
disseminacdo da doenca entre galinhas criadas em cama ¢ rapida (cerca de 24 horas). No
caso de aves criadas em gaiolas, em boxes ou galpdes separados, a transmissio da doenga ¢

relativamente lenta (cerca de 1 a 2 semanas) podendo até mesmo ndo ocorrer.

Segundo Jones ef al., (1988) e Giraud ef al., (1986a, b) a replicagdo ocorre no
citoplasma das células epiteliais ciliadas que revestem a mucosa dos condutos nasais, da

laringe e da traque€ia de perus, galinhas e galinhas d'Angola. Com a infecgdo, as células
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perdem a atividade ciliar, sendo que em perus pode-se observar inclusdo citoplasmatica

eosinofilica.

Jones et al., (1988) observaram que o virus provavelmente estd presente no
trato respiratério 4 a 6 dias antes do aparecimento dos sinais clinicos. O virus replica no
epitélio ciliado do trato reprodutivo da mesma maneira como ocorre no trato respiratorio. O
virus alcanga o oviduto através da corrente circulatoria apds a replicagdo primaria no trato
respiratorioc (Jones ef al, 1988). Os sinais clinicos provavelmente sio reflexos do dano
provocado pela mualtiplicacio do virus no epitelio ciliado, tanto na traquéia como no trato

reprodutivo (Williams ef al., 1991a).

Considerando-se que a multiplicac@io viral € lenta mas ocorre nas células
epiteliais de anéis de traquéia cultivadas in vifro, pode-se supor que a maioria das infecgbes
in vivo sejam assintomaticas ou restritas ao aparecimento de sintomas leves (aumento de
secrecdes e espirros devido a um processo de hiperplasia glandular) visto que em condi¢des
normais ha uma reposigio eficiente das células que revestem as mucosas. Por esta razdo,
que anticorpos comtra Pneumovirus tém sido detectados em aves clinicamente sadias.
Assim, fatores que comprometem a habilidade de reparacio epitelial, que contribuem para
um aumento da atividade secretoria, que deprimem as defesas locais ou o sistema BALT
(tecido linfoide associado ao bronquio) como o stress, poeira, concentragdo de gases
ambientais, doengas intercorrentes respiratorias e imunodepressoras contribuem para a

instalagio de agentes secundarios, principalmente £ coli. Isto leva a um processo

" inflamatdrio intenso, principalmente a nivel de condutores naso-lacrimais, onde observa-se

a presenca de secrecdo muco-catarral, lacrimejamento e blefarite. A persisténcia de
colonizagdo bacteriana leva ao acometimento do tecido subcutdneo da regifo
submandibular do tecido Osseo do crinio e ao final, a afecgio das meninges, que ¢ a fase

que caracteriza a SCI (Alexander, 1991, Naylor & Jones, 1994).

A transmissio ocorre de forma horizontal por via aérea, através do contato de
aves doentes e sadias. A transmissdo vertical ainda ndo foi observada, sabendo-se somente

da passagem de anticorpos maternos para os pintinhos (Giraud e/ a/., 1986b). Williams et
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al, (1991), demonstraram que o virus pode se disseminar de aves inoculadas
experimentalmente para aves susceptiveis, mantidas em contato, a partir de 5 dias apos a
_inoculagdo. Stuart (1989) sugere a transmissdo através de aves silvestres migratorias como

uma possivel fonte de transmissio do virus na Europa.
3.9 - EPIZOOTIOLOGIA

A origem do PVA ainda ¢ obscura, embora os primeiros relatos da doenca em
perus tenham sido descritos na Africa do Sul (Buys ef al., 1989b). Assim, estes dados sio
sugestivos de que o Pneumovirus possa ser um patogeno natural de aves nativas silvestres
na Africa do Sul. Em 1994, Cadman ef al., relataram a detecgfio por ELISA de anticorpo
TRT no soro de avestruz em Zimbabwe, embora o virus ndo tenha sido isolado deste

animal.

Além disso, ndo se sabe como o virus se disseminou entre os diferentes
continentes, deixando amplas superficies terrestres sem infecgdo. Além da Africa ¢ Europa,
foram isolados Pneumovirus e observada a soroconversio na Asia (Lu ef al, 1994),
América Central e América do Sul (R.C.Jones, observacdes ndo publicadas). O virus esta
atualmente presente na maioria das areas do mundo onde perus si3o mantidos
comercialmente € em varios paises com poucos ou até mesmo sem perus. Jones (1996)
relatou que o virus foi pela primeira vez observado na Irlanda do Norte, que até entio

estava livre, apesar da presenca de infecgiio no continente britdnico ja ha 10 anos.

Quando a doenga surgiu pela primeira vez na Gra Bretanha, o virus TRT fot
observado no Condado de Kent, a regifio mais oriental e ligada ao continente europeu. A
andlise de anticorpos monoclonais por Cook ef al, (1993a, b), mostraram que o isolado de
1978 da Africa do Sul e o da Inglaterra em 1985 estavam mais relacionados do que os
isolados obtidos da mesma época da Inglaterra e Franga. Isto aumenta amnda mais a

possibilidade de que aves migratorias possam ser importantes na transmissdo do virus.



16

3.10 - SINAIS CLINICOS, MORBIDADE, MORTALIDADE

Os sinais clinicos de SCI em criagdes de frangos foram descritos por O'Brien
(1985) como inchago das sinusites periorbital e infraorbital, torcicolo, desorienta¢do
cerebral e depress&io. Em geral menos de 4% do plantel é afetado, embora em algumas
ocasides s6 tenham sido observados sintomas respiratorios. A queda na produgdo de ovos
também tem sido associada com a SCI. As aves mais susceptivels sio perus jovens e
matrizes pesadas, principalmente na primeira semana de produgio, seguido de frangos de
corte e poedeiras (Avellaneda & Villegas, 1993; Hafez, 1992).

O curso da doenga varia de 5 a 10 dias sendo no maximo de 6 semanas, com
morbidade variavel de 1-90%. A mortalidade bem como a morbidade variam de acordo
com o tipo de agente secundério, tipo de criagdo e das condigdes ambientais. No caso de
frangos de corte, dependendo do agente secundario, a mortalidade pode atingir 20% do
plantel. J4 entre matrizes, a mortalidade varia de 1-5% e se restinge aquelas que

apresentam a cara inchada.

Do ponto de vista clinico, a doenga pode se manifestar sob as formas aguda e
subaguda acometendo normalmente o trato respiratorio superior, principaimente os
cornetos nasais € traquéia (Jones ef al., 1988 e Heckert ef al., 1994). Na forma aguda, que
apresenta maior incidéncia entre as matrizes, as aves apresentam na fase inicial uma

prostragdo profunda, aspecto comatoso ou estado de apatia (as aves ficam paradas durante

3-5 horas sem ingerir alimentos ou agua) vindo ao 6bito por inanigdo ou desidratagdo. As

vezes, além destes sintomas, apresentam torcicolo ou opistétono, incoordenagdo motora ¢
perda do equilibrio. As aves infectadas apresentam sempre uma degenerag¢do evidente dos
foliculos ovarianos mais desenvolvidos e dos évulos maduros. Na forma subaguda, as aves
apresentam na fase inicial edema uni - ou bilateral das palpebras. A medida que a blefarite
se acentua € o processo evolui para uma inflamacio purulenta, as aves apresentam
conjuntivite com lacrimejamento intenso. Nesta forma clinica, eventualmente observa-se
edema submandibular e/ou sublingual, corrimento nasal e otite (Wyeth et al, 1987; Hafez,
1992 e Gough ef al., 1994).
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3.11 - SINTOMATOLOGIA

_____________________ O decurso da doenca (sintomas, duracdo e mortalidade) ¢ muito variavel e
depende de varios fatores: tipo de exploragdo, idade, infecgdo bacteriana secundaria, outras
infecgdes virais, periodo da vacinagio de bronquite infecciosa e doenga de Newcastle (El
Houadfi et al., 1991), ma ventilacdo bem como contaminac¢io da atmosfera, poeira, alta
densidade populacional e falta de higiene (Morley & Thomson, 1984; Hafez, 1992; Cook,

1997).

Os primeiros sintomas que levam a suspeitar de SCI sdo; corrimento nasal,
tosse ou espirros discretos, tumefagiio periocular, aumento significativo e repentino da

mortalidade assim como diminui¢io do apetite (Tanaka ez al., 1995).
3.12 - ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS

A microscopia mostra inicialmente um achatamento do epitélio respiratorio
com diminuigdo da atividade ciliar e finalmente progressiva perda dos cilios,
congestionamento subepitelial e hiperplasia das células epiteliais (Morley & Thomson,
1984). Nas células ciliadas sdo observados corpusculos citoplasmaticos acidofilos (Picaudt
et al., 1987). Freqiientemente sdo observados celulite, periostite e osteomielite dos ossos da
cabeca. Em muitos casos ocorre também otite externa e interna além de meningite (Pattison

et al., 1989).

No cerebro observa-se gliose com hiperemia, concentragdo perivascular de
leucocitos e em menor grau sangramento. Alteracdes degenerativas podem ser observadas
somente nas células purkinje do cerebelo. Como outros achados patologicos foram

observados hiperemia renal e glomerulonefrite (San Gabriel, 1984).
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3.13 - IMUNOLOGIA

Tanto infecgdes experimentais como infecgdes de campo levam a formagio de
anticorpos 3 semanas apos a infecg@io. A presenca destes anticorpos pode ser demonstrada
por reagdo imunoenzimatica (ELISA). Os anticorpos neutralizantes alcangam seu nivel

maximo em 5 a 6 semanas pos infecgdo (Goater, 1993).

Podem ser encontrados anticorpos no soro de frangos de corte, matrizes e
poedeiras com ou sem sinais de SCI, nio havendo correlagio entre a presenga de anticorpos
e a doenca clinica, mas sim com a infecgiio (Cook et al, 1988; Hafez & Lohren 1990,
Wyeth et al., 1987).

A exposigio do trato respiratério a patdgenos resulta na produgio de anticorpos
locais das classes IgM e IgG que s3o responsaveis pela neutralizagdo do agente. Os
anticorpos podem ser detectados a partir de 5 dias apds o aparecimento dos sinais clinicos,
através de reagdo imunoenzimatica (ELISA), soroneutralizagdo (SN) e imunofluorescencia
indireta (IFI) (Baxter; Jones ef al., 1986).A ativagio do sistema imune local e a produgédo de
anticorpos circulantes so mecanismos importantes para a prote¢éio apos o desafio viral,
mas a imunidade celular apresenta uma importdncia maior na defesa contra o PVA
(Williams ez ai., 1991; Jones ef al., 1992; Sharma 1994; Majo et al., 1996).

3.14- DIAGNOSTICO

Os sinais clinicos da infecgiio por Pneumovirus em perus e galinhas ndo sio
patognoménicos de modo que € necessario recorrer a métodos laboratoriais para o

diagnostico (Alexander, 1991).

A confirmag@o da infec¢@io por PVA depende da demonstragio do virus no
material clinico ou de anticorpos virus-especifico no soro. Em geral, o virus tem sido muito
mais dificil de ser isolado em frangos do que em perus e sugere-se que isto se deve ao curto

tempo de replicagdo do agente no tecido alvo, ndo estando mais presente quando do
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aparecimento dos sinais clinicos mais evidentes (Cook et al., 1991, Lu ef al., 1994 e Otsuki
etal., 1996).

Para o isolamento, as amostras devem ser coletadas do trato respiratorio
superior durante ©s quatro primeiros dias de infecgdo. Em geral, as amostras sio coletadas
da traquéia ou cornetos nasais, secrectes nasal e ocular e de homogeinizados de traquéia ou
pulmio, quer seja na forma de “swabs” ou tecido, que sio entdo inoculados em sistemas
sensiveis (Cook er al., 1991; McDougall & Cook, 1986; Wyeth er al., 1986 e Tanaka et al.,
1995)

Entretanto, o sistema de isolamento recomendado € a cultura de anéis de
traquéia de perus ou embrides de galinha SPF McDougall & Cook (1986). Neste sistema, o
virus induz a ciliostase pelo menos num periodo de 4 a 5 dias po6s infecgdo e requer pelo
menos seis passagens para obtengio de um baixo titulo infectante (Hafez, 1992 e Naylor &
Jones, 1994).

Para obteng¢do de um titulo maior para fins de identificagiio e caracterizagdo
biologica, ha necessidade de adaptacio do virus através de passagens subsequentes no
sistema acima mencionado ou em células VERO (Buys er al., 1989a), BSC-1 (D Aprile,
1989a) ou CER (Hafez & Weiland, 1990, Shakal & Koch, 1995). Apds mais passagens,

observa-se o efeito citopatico cerca de 3 a 5 dias apéds a infecgdo de cultura de células.

O virus pode ser isolado também através de inoculagio em ovos embrionados
de galinhas, via cavidade alantdide (Jones er al, 1986) e apds 3 a 5 passagens cegas

observa-se a mortalidade embrionaria causada pelo mesmo (Alexander, 1991).

Giraud et al., Wyeth ef al., e Jones et al., (1988) isolaram o virus através da
inoculagio do mesmo em saco vitelinico de ovos, sendo que este causou a morte dos ovos
embrionados entre 7 e 14 dias. Gough ef al., (1994) isolaram o virus de frangos de corte por
inocula¢do de exsudato de traquéia e cornetos nasais na cavidade alantoide e saco vitelinico

de ovos embrionados SPF, resultando na morte de embrides entre 6 a 11 dias ap6s a
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inoculagio. Tanaka ef al., (1995) isolaram o virus apos inoculagio na membrana corion

alantdide de ovos embrionados.

Para a identificacio da presenga do virus ou de anticorpos sdo utilizados o teste
de imunofluorescéncia indireta, imunofluorescéncia direta, imunoperoxidase, imunogold,
imunocitoquimica, microscopia eletronica, soroneutralizacio (Baxter & Jones ef al., 1986;
Jones ef af., 1988; Majd er al., 1994; O'Loan & Allan, 1990; Majo ef af., 1995; O’loan &
Allan, 1992; Majo et al., 1996; Collins ef al., 1986, Gough & Collins, 1986; Cook erf al.,
1988; Otsuka ef al., 1996; Giraud e7 al., 1988, Wyeth ef af, 1987 ¢ Cook, 1997).

A nivel molecular tém sido utilizadas técnicas como PCR que apresenta a
vantagem de detectar pequenas quantidades de virus sem a necessidade de outros testes
confirmatoérios e de testes preliminares. Por ser altamente especifica, a PCR nio ¢ afetada
pela presenga de outros patogenos tornando-se importante na caracterizacio do isolado

viral do ponto de vista genético e em estudos epidemidlogicos (Cavanagh ef al., 1993).

Em relagdo a “nested” RT-PCR, ja foram descritas duas metodologias para
detec¢io de PVA atraves de amplificacio de fragmentos da glicoproteina F (Jing ef al,
1993 e Mase et al., 1996). Trabalhos mais recentes realizados no Brasil por Dani er al.,
(1999) incluem o uso de sondas quimioluminescentes, que possuem vantagens por
apresentar menor risco de contaminagdo comparada as metodologias classicas de “nested”

PCR. Além disso, foram caracterizados a nivel genético-molecular os dois isolados

" brasileiros de PVATatraves d€ andlise com enzimas de resitrigac e sequenciamento

automatico (Dani ef al.,1998).

3.15 - SOROLOGIA

Anticorpos anti pneumovirus aviario podem ser detectados em testes padrio de
soroneutralizagio em cultura de orgdo (Baxter & Jones ef a/., 1987) ou culturas primarias
de fibroblasto de embrido de galinha apresentando resultados muito similares aqueles do
teste de ELISA (Gough & Collins, 1989).
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O método mais frequentemente utilizado para detectar-se anticorpos especificos
para PVA tem sido o metodo de ELISA, que oferece resultados confidveis ¢ comparaveis
ao de outros testes, além de ser um teste de execugdo mais facil e indicado para grande
numero de amostras. O método de ELIS A € mais sensivel que os testes de hemaglutinagdo
¢ imunodifusdo, em muitos casos, de sensibilidade comparavel ao teste de
soroneutralizacdo (Baxter Jones ef al., 1987, Grant ef al, 1987, Gerrard ef al, 1990;
Tanaka et al., 1996).

Cook ef al., (1988) observaram correlagio entre resultados obtidos nos testes de
soroneutralizacio e ELISA em frangos de corte infectados naturalmente. Os anticorpos
foram detectados em soro de lotes demonstrando sinais clinicos de SCI, com queda na
produgdo de ovos € em lotes aparentemente sadios, indicando que a infecgdo pelo PVA ndo
leva necessariamente ao aparecimento clinico da doenga. Collins er af., (1993) utihzaram
soroneutralizagdo ¢ ELISA na comparacido de reacdo de soros policlonais de galinhas
contra diferentes virus e em relagdo a anticorpos monoclonais contra dois virus isolados na
Inglaterra. O método de ELISA demonstrou que os sete virus testados eram
antigenicamente relacionados utilizando soros policlonais, resultados estes demonstrados
também pelo teste de soroneutralizagdo. Houve evidéncias de que trés isolados na

Inglaterra apresentaram maior afinidade entre si do que os virus isolados em outros locais.

Segundo Cook (1997) o método de ELISA é um dos melhores métodos

sorolégicos, principalmente quando se utiliza soros pareados, coletados no momento da

observacio dos sinais clinicos e algumas semanas ap0s a recuperagdo das aves.

Estudos tem demonstrado que as cepas isoladas na Franca s3o antigenicamente
semelhantes (Cook ef al., 1993 b) e diferem de cepas isoladas no Reino Unido (Hafez, 1991
e Eterradosi et al, 1992) por método de ELISA utilizando-se soros policlonais ou

soroneutralizadores com anticorpos monoclonais (Cook ef al., 1993 ab).
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3.16-ESCOLHA E TEMPO DAS AMOSTRAS PARA O ISOLAMENTO

Embora o virus tenha sido isolado de traquéia, pulmio e visceras de aves
afetadas, a fonte mais abundante de virus tem sido as secrecdes nasais ou raspado de tecido
dos seios nasais de aves afetadas. E muito importante a obtencdo das amostras o mais
rapido possivel apos a infec¢fo. O isolamento do virus raramente ¢ bem sucedido em aves
mostrando sinais severos; talvez, estes sinais extremos sejam resultados de uma infeccio
advinda de bactérias em aves predispostas por infecgdes virais anteriores causando

provavelmente o insucesso no isolamento do virus SCI em frangos (Calnek, 1995).

3.17 - TECNICAS DE ISOLAMENTO

Suspensdes 20% (v/v) de secregdo/exsudato nasal e material dos sinos em
tampdo fosfato salina (PBS) contendo antibidticos sio mantidas a temperatura ambiente por
1-2 horas, clarificadas por centrifugagdo a 1.000g durante 10 minutos e entdo passadas
através de membranas com filtro de porosidade de 450um. Ovos embrionados de frango
SPF (livre de patOgeno especifico) com 6 a 7 dias de idade podem ser inoculados via saco
alantdide. Cultura de anéis de traquéias de embrido de galinhas ou pintos sio susceptiveis a
infecgfio, mas as de perus sdo geralmente mais sensiveis e podem ser usadas desde que
sejam de plantéis SPF ou pelo menos de plantéis livres de anticorpos especificos.

Passagens cegas devem ser feitas usando fluido amniotico- alantoidiano armazenados 10

dias depois da inoculagdo ou o sobrenadante de cultura de anéis de traquéia 7 dias apos a_
inoculagdo. Na passagem em ovos, 0 virus impede inicialmente o crescimento do embrifio e
apos 4-5 passagens causa a morte. Em cultura de 6rgdos, o virus pode causar ciliostase em
2 a 3 passagens. Os virus adaptados para que sejam letais em embrides ou causar rapida
ciliostase geralmente crescem em titulos muito baixos. Nesta fase eles sio geralmente
capazes de crescer em culturas de fibroblastos de galinha (FEG) embora a produgio de ECP
completo possa requerer mais passagens em células FEG. Os virus adaptados em culturas

FEG alcancam titulos altos, sendo possivel confirmar a identidade do virus por microscopia

eletrdnica e teste de soroneutralizagdo. Como alternativa, os testes de soroneutralizacdo
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para diagnostico confirmatério pode ser dado em cultura de anéis de traquéia, observando-

se a inibicdo de ciliostase por antissoro especifico (Calnek, 1995).
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III- MATERIAL E METODOS
1 - VIRUS
1.1 - AMOSTRAS DE PNEUMOVIRUS AVIARIO

Foram utilizadas as seguintes amostras: SHS BR-119 - isolada de aves matrizes
com SCI apos 16 passagens em células CER, previamente adaptada em cuitura de anel de
traquéia, proveniente do Laboratorio de Virologia, Departamento de Microbiologia,
Instituto de Biologia, UNICAMP, Campinas (SP), Brasil, Arns & Hafez (1995); SHS BR-
121 - isolada de aves matrizes com SCI apods passagens em células FEG (fibroblasto de
embrido de galinha SPF), mais cultura de anel de traquéia, com passagens sucessivas,
proveniente do Laboratorio de Virologia, Departamento de Microbiologia, Instituto de
Biologia, UNICAMP, Campinas (SP), Brasil, Ams & Hafez (1995), STG-761/88 - isolada
de perus com sintomas de rinotraqueite, apos 16 passagens em células CER, no Laboratorio
Estadual de Stuttgart; Alemanha; BUT1=8544- isolada de perus em cultura de anel de
traquéia em embrido de peru SPF e adaptada em cultura primaria de embrifio de galinha
SPF, apoOs varias passagens, proveniente da British United Turkeys Ltda (BUT), Chester,
Inglaterra;, CVO3 - isolada de perus com SCI, apos 28 passagens em células VERQ,
proveniente do Laboratorio "RHONE MERIEUX ", Lyon, Franga e STG-1S2/91 - isolada

de galinhas com SCI, apoés 11 passagens em células CER, proveniente do Laboratorio

.. Estadual de Stuttoart: Alemanha apos adaptacfo em.  culturas de células CER seoundo . .. ...

Williams er al, (1991).

2 -CULTIVOS CELULARES

Para o cultivo celular, foram utilizadas linhagens continuas de células CER
(Chicken Embryo Rough), doada pelo Prof. Dr. HM Hafez, do Laboratorio Estadual de
Stuttgart (Alemanha), originada de célula primaria de embrido de galinha com célula renal

de hamster (Smith e7 al., 1977).
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As células foram cultivadas em garrafas de 75 ¢cm” (Corning) com concentragio
inicial de 2x10° células/ml em meio minimo essencial EAGLE (MMEE-Cultilab) acrescido
de 10% de soro fetal bovino (Sigma Chemical Company) durante 48 horas a 37°C.

3 - PRODUCAO DE ANTIGENO BRUTO

Para a produ¢fio de antigeno bruto foram cultivadas monocamadas de células
conforme mencionado no item 2 e em seguida infectadas com as amostras virais (item1).
As culturas celulares foram incubadas durante 48 horas a 37°C e a seguir, 0 meio de
crescimento cehalar foi eliminado. As células foram lavadas com meio EAGLE e em

seguida inoculado 0,01 a 0,1 DICTsy/ml de amostras de TRT-virus e PVA.

Ap6s 2 horas de adsorgdo viral a 37°C, o indculo foi eliminado, as
monocamadas lavadas com PBS (NaCl 8g; KC10,2 g; Na,HPO, 12g; H20 2.9 g; KH,PO,
0,2g ,H,O desmineralizada bidestilada q.s.p. 1000 ml, pH 7.2 ) e apés a lavagem, foi
adicionado 20 mi de MMEE com 2% de soro fetal bovino (SFB) por garrafa. Em seguida,
as garrafas contendo as amostras virais adsorvidas foram incubadas a 37°C, sendo as
culturas observadas diariamente em microscopio de luz invertida (Axiovert 100, Carl Zeiss)
quanto ao efeito do aparecimento do efeito citopatico (ECP) caracteristico, isto ¢, formacio

de sincicio, arredondamento celular e incluses citoplasmaticas. (Buys et al., 1989b).

Apés o aparecimento do efeito citopatico, as garrafas contendo as amostras

v1rais com ECP caracteristico foram entdo submetidas a um processo de congelamento
(-70°C), descongelamento (4°C) e centrifugacdo (centrifuga GSGR Bekman Instruments) a
3000 g por 10 minutos. A seguir, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado, aliquotado e
mantido a - 70°C at€ ¢ momento de uso. O mesmo procedimento foi adotado para culturas

n3o infectadas e que foram utilizadas como controle (Collins & Gough, 1988).
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4- CULTIVO DE ANEL DE TRAQUEIA

Para a realizag8o dos cultivos de anel de traquéia foram utilizados embrides de
galinha SPF de 18-20 dias (Wilding ez al, 1986).0s cortes dos anéis traqueais foram
feitos com a ajuda de um microtomo, com espessura em tomo de 1 mm, retirando-se

previamente a camada de gordura e o tecido conjuntivo que envolve a traquéia.

Em seguida, os anéis foram lavados 2 vezes com PBS pH 72 e cercade 3 a 5

anéis foram colocados em tubos contendo MMEE com 10% de SFB e 2% de antibidtico.

Os inoculos obtidos no ittem 3 das amostras virais foram inoculados nestes
tubos e em seguida incubados a 37°C durante 5 dias e as leituras para a constatagdo da

perda da atividade ciliar (ciliostase) foram efetuadas diariamente.
5. TITULACAO VIRAL

Na titulagio viral foram utilizadas suspensdes de células CER (5x10° células/

ml) obtidas a partir de culturas celulares apds 24 horas de incubagio a 37°C.

Para © teste foram utilizadas microplacas de poliestireno de 96 cavidades

(FALCON 3072), sendo que em cada cavidade foi adicionado 50 ul de MMEE com 2% de

....SFB, seguido de 50 ul do indeulo diluido (logio.de 107 2 10°° ) das amostras de TRT -vims

e PVA em MMEE com 2% de SFB com 6 repeti¢bes. Apos a adigiio de 100ul de cultura de
células CER {obtidas de culturas de células apos 24 horas de crescimento a 37°C), as placas
foram incubadas em estufa de atmosfera imida de CO; a 37°C (Forma Scientific) durante 5
dias ou até o aparecimento do efeito citopatico. O TCIDs foi calculado pelo método de
Reed & Muench (1938).
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serem testadas na primeira coluna da placa. Assim, diluiu-se as amostras em base 2 (logz 2
a 10) da esquerda para a direita. A seguir foi adicionado 50 ul de antigenos viral contendo
100 DICTse/ml e incubacio durante uma hora a 37°C em estufa de atmosfera umida de
CO,. Apds a incubagio, acrescentou-se 100 pl de supensdo de células CER e deixou-se
incubar durante 5 dias em estufa de atmosfera umida de 5% de CO, até observagio do

efeito citopatico.

O titulo foi expresso como sendo a maior diluigdo do soro que inibiu ©
aparecimento de FECP, levando-se em conta os controles de células, virus e soros, sendo que
em cada placa utilizou-se soros comprovadamente positivo € negativo como controle das

diluigbes virais utilizadas bem como controle de células (Hafez 1990).

Paralelamente, realizou-se uma titulagdo controle para acompanhamento do
titulo da amostra viral. Foram considerados como soros negativos aqueles que apresentaram
titulo neutralizante igual ou menor que 4, e positivos, aqueles com titulo igual ou maior que

8.

6.2 - ELISA (EINZYME -LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY )

Amostras virais purificadas de isolados brasileiros e alemio (SHS BR-119,
SHS BR-121 e STG 761/88) quantificadas quanto a concentragio proteica (Lowry, 1951)

foram ut.il_i_zadas para _impregnagﬁo de microplacas de ELISA segundo metodologia de por

Grant et al., (1987) e Hafez ¢ Loehren (1990).

Assim, diluigdes otimas dos antigenos purificados e dos soros de referéncia
positivo ¢ negativo foram obtidas por titulagio em bloco, ou seja, fazendo-se reagir varias
dilui¢des do antigeno PVA frente a varias dilui¢Ges de soros referéncia positiva e negativa

com a finalidade de se utilizar a melhor concentracdo.

Os antigenos utilizados para sensibilizagio das microplacas de ELISA foi

previamente titulado e diluido em tampdo carbonato-bicarbonato 0,1 M pH 9.6 (Na,CO3
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1,59g; NaHCOs 2.93g, NaN; 0,2g). As colunas impares da microplaca foram sensibilizadas
com 50pl do antigeno viral e as colunas pares com 50ul do antigeno preparado com células

no infectadas { controle).

As microplacas foram incubadas a 4°C durante a noite e, em seguida, lavadas
trés vezes com PBS/Tween-20 (Sigma Chemical Company). Apés a lavagem, colocou-se
50ul de soro de aves a serem testadas, seguido de incubagdo a 37°C durante uma hora em
cdmara umida. ApoOs a incubagfio, as microplacas foram lavadas novamente com
PBS/Tween-20 e adicionou-se 50ul de Ig de coelho anti-igG de galinha conjugado com
peroxidase (Sigma Chemical Company) a cada orificio. As microplacas foram incubadas a
37°C durante uma hora em cdmara Umida e os orificios lavados trés vezes com PBS/Tween-
20. Apds a ultima lavagem adicionou-se 50ul do substrato enzimatico (sal de amdnio 2-2
azinodo (4cido 6,3 etilbenzitiazolina sulfonico) da Sigma Chemical Company em cada
orificio seguido de incubagio a 37°C durante 15 minutos. A reagio foi interrompida pela

adicdo de 50ul de H;SO+ (Merck) 3N por orificio.

A leitura das densidades dpticas (DO) de cada cavidade das microplacas foi
realizada em leitor de ELISA (Labsystems Multskan Biochromatic Type 348), sob
comprimento de onda de 405 nm e utilizando como branco uma solugio constituida
somente pele substrato e bloqueador enzimatico. Os resultados de cada amostra foram

calculados através do quociente amostra/ positivo de acordo com a formula:

AP = xA-xN
xP -xN Onde,
xA- Absorbancia media do soro da amostra

xN- Absorbancia media do soro de referéncia negativo

xP -Absorbancia média do soro de referéncia positivo
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6.3 - INOCUL.ACAO EXPERIMENTAL (ESTUDO IN VIVO)

Com o objetivo de estudar a capacidade que o PVA brasileiro tem de induzir a
formagio de amticorpos neutralizantes, foi realizado um teste in vivo seguindo as
recomendacgdes de Hafez (1991). O teste de inoculagdo em aves foi conduzido no Biotério
do DMI - IB - TJNICAMP. Foram testadas 30 aves SPF com 28 dias de idade e 10 aves
SPF, de mesma idade, como controle, todas alojadas separadamente em isoladores. Foram
inoculadas duas estirpes de Pneumovirus Aviario: uma de origem brasileira, proveniente de
galinhas (SHSBR-119) e outra alem3, isolada de perus {STG 761/88) com titulos virais de
10°° DICTso'ml e 10> DICTs¢/ml respectivamente. As aves foram inoculadas com um
volume de 100ul/ave (virus mais PBS 0,05 M, pH 7.3) dividido em 25pl, através das vias
ocular, nasal, oral ¢ intramuscular (mutsculo do peito). Apés duas semanas realizou-se a 22
inoculacio nas mesmas condi¢des e vias de inoculagdo. Os mesmos procedimentos foram
realizados com as aves controle, cujo indculo foi apenas PBS 0,05 M pH 7.3 (sem virus).

Duas e quatro semanas apos a primeira inoculagio, foram colhidas amostras de
sangue as quais foram centrifugadas a 4°C durante 10 minutos a 1500 g, inativadas a 56°C

por 30 minutos, aliquotadas e estocadas a —20°C até o momento de uso.

7- CARACTERIZACAO VIRAL

7.1- PROPRIEDADES FiISICO-QUIMICAS

Para a determinagio das propriedades fisico-quimicas do isolado viral foram
utilizados os seguintes testes: sensibilidade ao cloroférmio, a temperatura, ao S-iodo-2-
deoxiuridina, sensibilidade ao pH, atividade hemaglutinante e hemadsorcio de acordo com

a metodologia empregada por Mayr ef af., (1974).

Nos testes de sensibilidade ao cloroférmio, & temperatura e pH bem como o
efeito do S-iodo-2- deoxiuridina foram utilizadas monocamadas de células CER com 24

horas de crescimento a 37°C em microplacas de 96 cavidades (Corning).
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Apds o crescimento celular, o meio de crescimento foi eliminado e entdo, foram
adicionados 0,05 ml de MMEE com 2% de SFB a cada cavidade. O inéculo constou de
0,05 ml de cada diluigio (log 10 de 10" a 10%) da amostra tratada (nos diferentes testes)
da amostra viral (controle do virus) em MMEE. A incubagdo foi realizada a 37°C durante 5
dias em estufa de atmosfera umida de CO; (Forma Scientific). O DICTs, foi calculado de

acordo com o metodo de Reed & Muench (1938).

7.1.1 - TESTE DE SENSIBILIDADE AO CLOROFORMIO

A amostra viral fot submetida a agitagio durante 1 hora 4 temperatura ambiente
com solugio de cloroférmio 10% (Merck) e em seguida mantida a 4°C durante a noite sob
refrigeragdo. ApOs 24 horas, a amostra foi centrifugada a 3.000g durante 30 minutos e

titulada {item 7.1).

7.1.2 - TESTE DE SENSIBILIDADE AO CALOR

Foram usadas aliquotas de suspensdo viral distribuidas em 3 tubos, sendo que a
amostra do primeiro tubo foi incubada a 56°C em banho-maria, e a do segundo a 60°C
durante 30 minutos e a do terceiro permaneceu a temperatura ambiente como controle. A

seguir, fo1 feita a titulagdo seguindo o tratamento mencionado no item 7.1.

7.1.3 - EFEITO DE 5-10DO -2- DEOXIURIDINA (IUDR). .

Para se detectar o efeito do IUDR que age em virus DNA, foram utilizadas 4
concentragbes de IUDR (0, 10, 50 e 100 pg/ml) sobre a amostra viral. O inoculo viral foi
adsorvido na placa durante 1 hora a 37°C e em seguida, a mesma foi lavada 2 vezes com
PBS pH 7,5. Quatro orificios da placa contendo a mesma diluigio viral (107 até 107%),
receberam 0,05 ml das diferentes concentracdes de IUDR acrescido de meio EAGLE com
2% de SFB. Apos 24 horas, a placa foi lavada com PBS pH 7,5 e novamente incubada de

acordo com a técnica descrita (item 7.1).
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Igual tratamento foi realizado para os controles de virus tanto DNA como RNA.
Como controle de virus DNA foi utilizado o "porcine herpes virus" (PHV-1) inoculado em
células VERO (Kidney African Green Monkey) e para virus RNA, o virus da doenca de

Newcastle (Paramixovirus) inoculado em cultura primaria de galinha (FEG).

7.1.4 - TESTE DE ESTABILIDADE AO pH

A estabilidade do virus a pH 3,0; 6,0 e 9,0 foi detectada em periodos de
incubagdo de 10, 30 , 60, 180 e 300 minutos. Para o teste utilizou-se a amostra viral,
misturando-a em partes iguais com a solugdo do pH desejado, obtida a partir de mistura de
fosfato dissédico (Naz HPOy) e acido citrico 0,1M (Merck). Como controle utilizou-se uma
segunda amostra misturada com uma solu¢fo cujo pH era 7.4 + 0,4. Em seguida foram

distribuidas em microplacas (item 7.1).
7.1.5 - ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Para a determinagfo da atividade hemaglutinante foram utilizados eritrocitos de
galinha, peru, coelho, camundongo, bovino e ovino. Para o teste, foram colhidos 0,5 ml de
sangue de galinha, peru, cobaia, coelho e camundongo ¢ 5,0 ml de sangue de bovino e
ovino por via endovenosa em tubos contendo 1,0 ml de citrato de sddio 9 (Merck). Apds a

colheita, as amostras de sangue foram centrifugadas durante 10 minutos a 2.200 g ¢ ©

.aohrenadante fni lawadn 2. yvezes. com-selucio de nggj@@gé@gg’}, -ge-final-da-segunda-- e

lavagem, o sedimento foi ressuspenso a 50% (solucio estoque) com adigio de solugio de

PBS 0,05M pH 7,3.

Para o teste foram utilizadas placas de fundo chato em U (Greiner) apropriadas
para o ensaio. A capacidade de hemoaglutinacio do PVA foi testada com solugdes de
eritrocitos 1% (obtidas a partir da solu¢do estoque) das diferentes espécies acima

mencionadas a temperatura de 4°C e por periodos de incubagdo de 30 e 60 minutos.
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7.1.6 - TESTE DE HEMADSORCAO

Para © teste de hemadsorgio utilizou-se culturas celulares cultivadas por 3 a 5
dias em microplacas de 96 cavidades. O meio de cultura foi desprezado, as monocamadas
celulares lavadas 2 vezes com PBS pH 7,3 e apds a ultima lavagem foi adicionada a
suspensdo viral. INo teste foram usados diferentes tempos de incubagio (2, 4 e 6 horas) e
apos este periodo foi adicionado 0,2 ml de suspensdo de 7 diferentes eritrocitos 2 0,5 % em
PBS. Apos a adsor¢ao dos enitrocitos por 10 minutos a 37°C, procedeu-se a observacgio dos

resultados ao microscopio.
8 - DETERMINACAO DA CONCENTRACAQO PROTEICA

A determinagio da concentragdo proteica das amostras de suspensdes virais foi
determinada de acordo com a metodologia de Lowry (1951) utilizando a soroalbumina

bovina (Sigma Chemical Company) como padrio.
9 - PURIFICACAO VIRAL

Os procedimentos de Gough & Collins (1989) foram adotados para a
purificagdo das amostras virais. A suspensdo viral (item 3), foi centrifugada a 30.000 g por

1 hora a 4°C (Centrifuga Backmann modelo L2-21).

O sedirnento obtido foi ressuspenso em aproximadamente 2% do volume inicial
para cada amostra viral em tampio TRIS-CaCl; (TRIS 1M, CaCl; 1,5 mM pH 7.4). O
concentrado viral foi cuidadosamente adicionado sobre um gradiente descontinuo de
sacarose (Merck). Para o gradiente foram utilizados 7 ml da concentragdo de 30% (p/p) € 2
ml da concentragdo de 55% (p/p) de sacarose (preparadas a partir de uma solugdo estoque

66% de sacarose erm tampdo TRIS — Cloreto de Sédio.
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O virus foi centrifugado a 53.000 g por 1 hora e 30 minutos a 4°C (Ultra-
centrifuga Beckrnann modelo L 8-80 M) e em seguida, com o auxilio de uma seringa de 3

m! foi retirada a banda viral localizada na jun¢io com a concentragio de 55%.

A fragdo colhida foi novamente centrifugada a 30.000 g por 1 hora a 4°C; o
sedimento ressuspenso em tampdo TRIS- Cloreto de Sodio (aproximadamente em 0,5% do

volume inicial) € armazenado a —70°C em aliquotas de 0,05 ml.

10 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAQO
(CONTRASTACAO NEGATIVA)

Para a técnica de contrastagio negativa foi utilizada a metodologia de Barth
(1984) onde as particulas virais purificadas foram visualizadas através de microscopia
eletronica, com grades recem revestidas de formvar e carbono, tratadas com polilisina (poli-
L-lisina) a 0,1% diluida em agua destilada (pH 7,2) durante 30 segundos. Em seguida, a
suspensdo viral foi colocada sobre as grades, durante igual periodo, sendo o excesso
retirado com papel absorvente e lavagens sucessivas com agua destilada. Apos as lavagens,
foi adicionado &cido fosfotungstico (AFT) 2% com tratamento instantineo (AFT rapido) ou
tratamento durante 30 segundos. As preparagdes foram entdo observadas em microscépio
eletronico de transmissio (Zeiss EM modelo 900), em aumentos de 131.000, 142.000 e
309.000 vezes, no Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia (UNICAMP,
Campinas - SP).

11 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA - SDS

As preparagDes virais purificadas foram tratadas com SDS (Dodecilsulfato de
sodio) 2%, ditiotreitol (DTT) 2% e sacarose 5% e aquecidas por dois segundos em banho-
maria fervente. Uma mistura contendo 10 ul de solucdo 0,001% de azul de bromofenol e 25
ul de cada preparag8o viral (contendo 100 pg de proteina) foram aplicadas ao gel. Os
polipeptideos virais foram analisados de acordo com o processo de Laemmli (1970) usando

placas de 13% de acrilamida e 0,35% N-N-metilenobisacrilamida como gel suporte. Como
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gel de resolugdo foi usada acrilamida 3% e N-N metilenobisacrilamida 0,08%.
Paralelamente, padrbes de pesos moleculares (SIGMA) conhecidos foram também

submetidos a eletroforese.

A eletroforese foi realizada durante 6 horas sob corrente constante de 50 - 100
mA e os polipetideos foram detectados por coloragio do gel com o reagente da prata (Blum
etal. 1987},

A determinaco aparente dos pesos moleculares dos polipeptideos virais das
amostras de isolados de PVA foi feita de acordo com a metodologia de Shapiro ez
al.,(1969).

12 - PRODUCAO DE SOROS HIPERIMUNES POLICLONAIS

Foram produzidos antissoros para as amostras virais (Item 1.1) utilizando-se

grupos de 3 coelhos fémeas raga Nova Zelandia.

O in6culo constou de virus purificado (Item 9) emulsificado com adjuvante de
Freund (Gibco) conforme esquema de imunizagdo especificado no quadro 1. No 352 dia
efetuou-se a sangria dos animais e os soros policlonais obtidos foram centrifugados a
1.500g durante 10 minutos a 4°C, inativados, aliquotados e mantidos a —20°C até o

momento de uso.

QUAbRO 1. Esquema de imunizagdo dos coelhos com as amostras de PVA

DIA INOCULO VOLUME (ml) CONCENTRACAO VIA DE
PROTEICA (ug/ml) | INOCULACAO
0 Ag+ ACF 1,0 400 Subcuténeo
14 Ag -+ AlF 1,0 400 Intramuscular
28 Ag-+ AlF 1,0 400 Intramuscular
35 SANGRIA
Ag - Antigeno

ACF - Adjuvante Completo de Freund
ATF - Adjuvante Incompleto de Freund




IV- RESULTADOS
1. Adaptagdo Viral dos Isclados de PVA

1.1- Células CER ("Chicken Embrye Rough')

Todos os isolados virais foram adaptados, apds passagens
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sucessivas em

culturas de células CER ("Chicken Embryo Rough") e o nimero de passagens celulares

variou de 2 a 8§ conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 3 — Namers de passagens de isolados de PVA em ¢

élulas CER.

AMOSTRA VIRAL Nimero de passagens *
CER"

STG 761/88 2
BUT1=8544 7
CVO-3 8
STG-1S,91 3
SHS BR-119 2
SHS BR-121 2

* Passagens em garrafas de 25 em”. " "Chicken Embryo Rough"

CUTTTTTNE TIgUrd 1A observamos ara  monodaniadd de celuias TR

normais € 4s

figuras 1b e lc mostram o efeito citopatico (formacio de sincicio e arredondamento celular)

causado por SHS BR-119 & 5HS BR-121 em monocamadas de células CER apos 72 horas

de incubagio a 37° C.




Figura la - Monocamada de células CER normais.

Figura 1b - Monocamada de células CER com efeito citopatico causado por
SHS BR-119.
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Figura lc - Monocamada de células CER com efeito citopatico causado por

SHS BR-121.

1.2 - Células YERO

As figuras 2Za, Zb e 2¢ mostram monocamadas de células VERO normais e

MONGCAMEdES de Celtilay VERT Com efeiio Cliopancs cdusads por SHS BRITIYV & STHS

BR-121 apos 72 horas de incubaglo a 37°C, respectivamente.



3%

Figura 2a - Monocamadas de celulas VERO normais.

Figura 2b - Monocamadas de celulas VERO com efeito citopatico causado por
SHS BR-119.
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Figura Z¢ - Monocamadas de celulas VERO com efeito citopatico causado por
SHS BR-121

1.3 - Cultura de Celulas Primarias FEG

As figuras 3a e 3b mostram monocamadas de cultura de células primarias FEG

controle ¢ monocamadas de celulas primarias com efeito citopatico causado por SHS BR-

119 apos 72 horas de incubagfo a 37°C. respectivamente.



Fig

e

Figura 3b

ura 3a-

- Monocamadas de células primarias FEG apresentando efeito

causado por SHS BR-119



42

2. Titule viral dos iselados

Na Tabela 4 podemos observar os valores do titulo infeccioso 50% em cultura

de células CER por ml dos 6 isolados de PVA.

Tabela 4: Titulos das amostras de PVA

CEPAS VIRAIS ORIGEM TITULO VIRAL?
(10%10?16@50;%11)
SHS BR-119 BRASIL 6.0
SHS BR-121 BRASIL 6,5
STG 761/88 ALEMANHA 6.2
BUT1=8544 INGLATERRA 5.7
CV0-3 FRANCA 55
STG-1S/2 ALEMANHA 6.0

* Titulo infeccioso 50% em cultura de células por ml.

3« Cultivo em amnel de traquéia

Os resultados deste teste {Tabela 5) mostraram que até a sétima passagem viral
em anéis de traquéia, apenas na amostra viral BUT1=8544 (Inglaterra) foi detectada uma
perda da atividade ciliar (na segunda passagem), enquanto gue nas outras cepas de PVA

ndo foi observada nenhuma ciliostase.

Tabela 5 — Cultivo em anel de traquéia de isolados de PVA

Cepas Virais Timulo viral WNamero de passagens Ciliostase
(iongECDm/ml}

SHS BR-119 6,0 7 negativa
SHS BR-121 6,5 7 negativa
STG 761/88 6,2 7 negativa
STG-I5/2 6,0 7 negativa
BUT1=8544 5,7 7 negativa
CvV(-3 5,5 7 positiva

{2° passagem)
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4- Purificacio Viral

Apds a purificagdo em gradiente descontinuo de sacarose, os isolados de PVA
foram titulados. A Tabela 6 apresenta o titulo viral dos isolados de PVA antes e apos a

purificagdo.

Tabela 6 - Titulo viral dos isolados de PV A antes e apés a purificacio.

Cepas virais Titulo viral Titulo viral
Amostra bruta Amostra purificada
. B {lﬂglgTICDD'o{I}lQ - {lOg;oTICDso/mi)
SHS BR-119 6.0 8.0
SHSBR-121 6,5 8.3
STG761/88 6.2 8.0
STG-1S/2 6,0 7.4
BUT=8544 5,7 7.0
CVQO-3 5.5 6,2

8- Concentracdo protéica dos isolados de PVA

Apés purificados, os isolados de PVA foram analisados quantitativamente

quanto ao teor de proteinas ¢ os resultados sfo expressos na Tabela 7.

Tabela 7 - Concentragdo protéica {(ug/mil) dos isolades de PVA apés

purificacio.

AMOSTRA SHS BR-119 SHS BR-121 ST(G 761/88 STG-1S2 BUTI1=8544 (CVO-3

ug/mi 10206 1560 1300 1950 1360 1040
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6- Soroneutralizacdo cruzada

No teste de soroneutralizagfio cruzada foram utilizados os isolados de PVA
(SHS BR-119 e SHS BR-121) brasileiros e os provenientes da Alemanha (STG 761/88 e
STG 1I8;), Franca(CVO3) e Inglaterra (BUT1=8544) Os isolados padrdes e seus

respectivos antissoros policionais foram cruzados com os isolados brasileiros (Tabela 8).

Tabela 8 - Teste de soroneutralizacfio cruzada {TiTE‘LG em log2) dos
isolados de PVA.

SHS BR-119 SHS BR-121 8TG 76! BUT CVO3 STG-IS2

SHS BR-119 10,5 10,0 85 83 7.3 7.5
SHS BR-121 9,8 10.0 82 78 69 6,9
STG 761/38 8,1 7.9 102 90 70 6,8
BUT1=8544 8,0 78 83 103 69 6,0
cvOo3 6,3 6,4 6.0 65 80 6,5
STG 1S, 6,3 6,0 8,0 73 80 7.8

Os resultados da sorologia cruzada mostraram a existéncia de semelhanca
antigénica entre todos os isolados de PVA analisados. Resultados similares foram

observados por (iraud et al (1988) comparando cepas isoladas de galinha com cepas

_isoladas de perus na Franga Gough e Collins {1989) corrobaram estes resultados através de

estudos sorologicos de 2 cepas provenientes de perus da Inglaterra e Franga.
7 — Sorelogia (ELISA e Teste de Soroneutralizacic — SN)

As Tabelas 9 e 10 apresentam os resultados de anilise soroldgica onde pode
observar que a soropositividade (anti-PVA) para aves matrizes é de 67% (teste ELISA) e
66,5% (teste SN) e para frangos de corte 2,9% (teste ELISA) & 5,1% (teste SN
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As amostras de aves matrizes foram colhidas de lotes que tinham relacio direta
com historia clinica da Sindrome da Cabeca Inchada e ou com disturbios respiratorios. No
entanto, os soros procedentes de lotes de frangos de corte nio apresentavam problemas

clinicos .ée”Sindrome da Cabeca Inchada.

Estes soros foram procedentes de laboratorios puablicos (Instituto de

Biologia/SP, LAR A/Campinas ¢ de Universidades) e de laboratorios particulares.

Tabela 9: Andlise Sorolégica de Frangos de corte contra PVA (SHS BR-
119) através dos testes de ELISA e soroneutralizacio (100 DICT 50%)

N° de amostras N° de lotes Pos ELISA % Pos. SN %

724 38 21 37
(2,9%) (5.1)

Tabela 10: Andlise sorelégica de aves matrizes contra PVA (SHS BR-119)
através dos testes de ELISA e Soroneutralizaciio (100 DICT 50%).

N° de amostras N® de lotes Pos ELISA % Pos. SN %

901 57 604 599
(67%%) (66,5%)
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8 - Inoculacio Experimental

As Tabelas 11 e 12 mostram os resultados dos testes de soroneutralizacio e
ELISA realizados com soros obtidos de amostras de sangue colhidas das aves SPF
inoculadas experimentalmente com estirpes brasileira e alemd, bem como, de aves controle

(sem virus).

Tabela 11: Resultados sorelogicos (Teste de SN e ELISA) das aves

inoculadas com amostra brasileira (SHSBR-119).

Soros/ 1 2# Controle
Testes sorolégicos | COLETA  COLETA Negativo
n=30 N=30 Aves SPF
N=10
Titulo Teste SN
(log2)
Média 238 2%7 Negativo
Teste ELISA
(ODD)
Média 0,292 1,407 0,007
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Tabela 12: Resultados sorolégicos (Teste de SN e ELISA) das aves

inoculadas com amostra alemi (STG 761/88).

Soros/ 1? 2® Contrele
Testes sorolégicos COLETA COLETA Negativo
n=30 n=30 Aves SPF
n=10
Titulo Teste SIN
(log2)
Média 2’8 2% Negativo
Teste ELISA
(ODD)
Média 0,395 1,311 0,007

O teste de inoculagdo em aves mostrou que as estirpes analisadas (brasileira e
alem#) foram capazes de estimular anticorpos neutralizantes nas aves SPF duas e quatro
semanas apos as Inoculagdes. Na segunda coleta (quatro semanas apds a primeira
inoculagio) foi observado um acréscimo dos niveis de anticorpos, tanto no teste de

soroneutralizagdo como no teste de ELISA.

9. Microscopia Eletronica

Na figura 5 podemos observar as imagens obtidas ao microscopio eletrbnico

de amostra purificada de isolado brasileiro de PVA.



Figura 5. Microfotografia eletrénica do PVA (SHS BR-119), corada

negativamente, aumento 131.000 x {100nm).

A analise da amostra de isolado brasileiro de PVA revelou grande numero de
virions pleomérficos. Formas esféricas com tamanho aproximado de 100 a 300 nm de
didmetro sdo mostradas. Os virions apresentam espiculas que emergem da superficie ¢
nota-se também a presenga de espécimes incompletos ou destruidos. Caracteristicas
morfologicas estdo de acordo com as do PV A, permitindo-nos afirmar que o virus isolado

no Brasil, procedente de aves matrizes, trata-se de uma amostra brasileira de PVA.

10- PAGE-SDS

e G Ger i eletroforético enr gelt-de potiacrilamida 805 das smostray de solados
de PVA (duas brasileiras, duas alemis, uma francesa e uma inglesa} e os pesos moleculares
dos polipeptideos virais foram muito similares (Figura 6). A comparago entre os perfis
estroforsticos de material ortundo de culturas celulares infectadas ¢ ndo infectadas indicam
a presenca de polipeptideos virais , cujo pesos moleculares aparentes sdio 200, 84, 67, 54,

43.39,37,28 ¢ 14 KDa.
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94.000 kDa
67.000 kDa

43.000 kDa

30.000 kDa

20.100 kDa
14.400 kDa

Figura 6: Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS§ 13% revelada com nitrato
de prata. 1 SHS BR-121 ndo purificado; 2 controle negativo {célula CER); 3 SHS BR-119;
4 SHS BR-121; 5 STG; 6 186; 7 BUT1=8544; 8 {V03; 9 padrio de pesc molecular.

11~ Caracterizacio Viral

Para caracterizacio viral dos isolados brasileiros de PVA foram utilizados

testes como a termoestabilidade, sensibilidade ao clorofdrmio ¢ o efeito de 5-iodo-2deoxy-

uridina (IUDR) desenvolvidos em culturas de céluias CER.

O tratamento com IUDR nas diferentes concentragdes analisadas (0, 10, 50 e
100 ug/ml) ndo afetou a capacidade infectante, demonstrando que o mesmo & um virus
PVA. O mesmo foi observado em relacio ao efeito do clorofdrmio sobre os isolados de

PVA

Estes dados nos permitem concluir que os isclados de PV A brasileiros tratam-
se de virus envelopados e que apos a destruicio pelos agentes acima testados comprometem

a infectividade dos mesmos.
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Os tratamentos dos isolados brasileiros de PVA a diferentes valores de pH
mostraram a estabilidade viral numa faixa ampla de pH 6.0 a 9.0 a temperatura de 4°C; esta
estabilidade foi afetada pelo tempo de exposicio a 4°C, principalmente apés 180 minutos,
A pH 3.0 ndo se observou nenhum ECP e sim uma toxicidade em relagiio as células (Tabela

13).

Tabela 13 - Efeito de diferentes valores de pH na replicacio da amostra
viral SHSBR-119 em cultura de células CER {Titulo logiy DICTso/mi).

15 30 60 180 300
3.0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
6,0 6,0 5,3 5,0 3,8 0,0
7.4 6,5 5,5 5.3 4,0 0,0
9.0 6,0 5,3 53 48 0,0

*

Para a atividade hemaglutinante foram utilizados eritréeitos de galinha, peru,
cobaia, coelho, camundongo, bovino e ovino na concentracio de 1% em solucdo salina. Os
periodos de incubag¢io dos isolados brasileiros de PVA (8HS BR-119 ¢ SHS BR-121) com

os globulos descritos acima foram de 30 e 60 minutos a 4°C.

Os resultados observados mostraram que 0s isoladds brasileiros de PVA

agiutinam eritrécitos das diferentes espécies, visto que ndo se observou nenhuma atividade

aglutinante ap6s 30 e 60 minutos de incubagio.

A atividade de hemadsorgio foi determinada utilizando-se dos mesmos tipos de

eritrocitos, sendo que os periodos de incubacdo viral foram 2, 4 e 6 horas.

No teste de hemadsorcdo, utilizando-se dos mesmos tipos de eritrdcitos
observou-se que apoés 2, 4 e 6 horas de incubacfo dos isolados brasileiros de PVA na

linhagem de células testada {CER) os resultados observades foram negativos.
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V- DISCUSSAQ

A Sindrome da Cabega Inchada (SCI) ¢ uma doenga aguda respiratoria que
acomete aves domeésticas, principalmente galinhas e perus, causando prejuizos econdmicos,
(Hafez & Weiland 1990 a). Atualmente, sabe-se que ¢ uma enfermidade resultante de
infecgdo mista do virus da rinotraqueite de perus (TRTV) com bactérias, principalmente a
Escherichia coli, onde o agente viral causa uma rinite aguda permitindo a infec¢fio da

bactéria £. coli no tecido subcutineo facial, Hafez & Weiland (1990b).

Desde o seu primeiro relato na Africa do Sul em 1984, esta enfermidade tem
ocomrido em muitos outros paises, tornando-se um relevante problema econdmico. Devido a
diﬁculdade. do seu diagnostico baseado somente em sinais clinicos da SCI, desenvolveram-
se trabalhos de adaptacdo do PVA em culturas celulares a fim de utiliza-los nos testes de
soroneutralizacdo (SN), ensaio imunoenzimatico (ELISA) e imunofluorescéncia (IF) para

detecgio de anticorpos, (Jones 1996; Cook 1997).

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo morfologica,

soroldgica, fisico-quimica e bioquimica de isolados brasileiros de PVA.

A adaptac@io de isolados brasileiros de PVA em culturas de células (CER,
VERO e FEG) apresentada na Tabela 3 levando ao aparecimento de efeito citopatico

caracteristico, isto €, formagio de sincicio, arredondamento celular e inclusdes

‘citoplasmaticas (Figuras 16, Ic, Zb, 2¢c e 3b) apos a incubagio a 37°C durante 3 a 5 dias
estio de encontrc com os achados de Buys er al. (1989a), D’Aprile (1989a), Hafez &
Weiland (1990); Shakal & Koch (1995).

Em relag@o ao cultivo em anel de traquéia, os resultados observados na Tabela
4 estabelece uma similaridade dos isolados brasileiros de PVA com outros isolados de
paises diferentes conforme observacdes de Hafez (1992) e Naylor & Jones (1994). J4 a
obtengdo de titulos virais maiores (Tabela 1) para fins de identificagdo e caracterizagfo,

houve necessidade de adaptacio dos isolados brasileiros por passagens subsequentes em
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culturas celulares como observado por Buys et al. (1989a) ), D’ Aprile (198%a), Hafez &
Weiland (1990) e Shakal & Koch (1995).

A metodologia empregada para caracterizagio do virus, ou seja, testes de
termoestabilidade, sensibilidade ao cloroférmio, efeito do UIDR, estabilidade ao pH,
hemoaglutinagio € hemadsor¢io mostraram que estamos frente a um virus aviario RNA,
ndo hemaglutinante, envelopado, cujo efeito citopatico caracteristico é a formacio de
sincicios. Estas caracteristicas fisicas e quimicas vio de encontro aos resultados observados
por Collins et al. (1986); McDougall & Cook (1986); Collins & Gough (1988); Buys et al.
(1989c); Hafez & Weiland (1990); Hafez {1992) que relataram a sensibilidade do virus ao
cloroféormio e éter, bem como a sua inativagio pelo calor a 56°C ou 60°C durante 30
minutos. Tambérn se observa concordincia com os resultados de Hafez ¢ Arns (1991),
Giraud et al. (1988);, Ams & Hafez (1992) que reiataram a sensibilidade do PVA em

relagio a agentes desinfectantes e estabilidade em intervalos de pH entre 3,0 € 9,0.

A morfologia observada através da microscopia eletronica de isolados
brasileiros de PV A (Figura 5) que mostra um virus pleomorfico, formas esféricas com
didmetro de 100 a 300 nm e espiculas emergindo da superficie permitiram-nos identificar
este isolado como sendo uma amostra brasileira de PVA. A grande variabilidade
morfologica, bem como o grande nimero de particulas incompletas encontradas estio de

acordo com os achados de Gough et al (1994) que observaram formas pleomorficas e

filamentosas de 100 nm de didmetro e Gough & Collins (1988) que analisaram 3 isolados e
descreveram grande nimero de formas pleomorficas, formas filamentosas e esféricas (com
tamanho de 80 a 200nm) além de espiculas projetando da superficie com 13 a 14nm de

comprimento.

A ocorréncia de anticorpos anti PVA em amostras procedentes de aves matrizes
e frangos de corte, foram observadas através dos testes de soroneutralizacio e ELISA
(Tabelas 9 ¢ 10) e resultados semelhantes s@o relatados por Morley ¢ Thomson (1984);
Cook et al. (1988); Hafez & Lorhen (1990) e Otsuki et al. (1996) em diferentes paises e

sistemas de criacdes comerciais diversos.
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Indices elevados de anticorpos s@o observados por ELISA e soroneutralizagio
em matrizes com sinais clinicos caracteristicos de SCI, ou seja, 67% e 65,5% (Tabela 10).
Estes dados estdo de acordo com pesquisa realizada por Cook et al. (1988) que
demonstraram anticorpos em matrizes com e sem sinais clinicos, sendo que os lotes com
sinais de SCI apresentavam maior quantidade de soros positivos. Analisando soros
pareados, Pattison et al. (1989) demonstraram titulos superiores de anticorpos em aves com

sinais clinicos.

Em frangos de corte foram encontrados baixos indices de anticorpos (2,9 e
5,1%) na analise de soros através de SN e ELISA (Tabela 9). Isto se deveu provavelmente
ao fato de que os frangos ndo foram vacinados, ocorrendo assim uma queda nos titulos dos
anticorpos maternos ¢ também pela disseminaciio e multiplicagdo lenta do PVA. Estes
resultados se asemelham aos encontrades por Pattison et al. (1989) e Otsuki et al. (1996) e
em infecgOes primarias por detectar IgM. Baxter-Jones et al. (1989) descreveram uma
correlagdo entre os resultados obtidos nos testes de ELISA ¢ SN. Inicialmente os anticorpos
foram detectados por SN, sendo que diferengas entre os titulos demonstrados pelo teste de
ELISA so diminuiram no 13° dia. Jones et al. (1988) observaram que os niveis de
anticorpos detectados pelo teste de SN foram mais elevados até 12 dias apds a infecgdo,
quando entdo observaram aumento nos titulos de anticorpos analisados pelo teste de

ELISA.

A inoculagao experimental dos isolados brasileiros (SHS BR-119 e SHS BR
121) e alemdo (STG 761/88) em aves SPF mostrou uma reacdo similar entre os diferentes

isolados além da ocorréncia de conversio sorologica logo apos a primeira inoculacgo.

O perfil eletroforético em PAGE-SDS dos 6 isolados de PVA analisados e os
respectivos pesos moleculares dos polipeptideos virais mostraram similaridade, sendo os
pesos moleculares aparentes de 200, 84, 67, 54, 43, 39, 37, 30, 28, 24, 20 e 14 KDa. Os
polipeptideos virais de pesos moleculares de 43 e 30 KDa tem sido designados como

proteinas N (nucleoproteina) e M (matriz), respectivamente, Collins & Gough, (1988); Ling
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& Pringle, (1988). Os polipeptideos virais de pesos moleculares de 84 e 67 KDa tem sido
denominados como proteinas G {proteina glicosilada responsavel pela ligagdo do virus a
célula do hospedeiro) e F (fusdo) (Collins & Gough, 1988; Ling & Pringle, 1988 ; Gough &
Collins, 1989; Fenner 1993). Os polipeptideos virais de pesos moleculares de 35 ~ 40 e 200

KDa tem sido atribuidos a fosfoproteina P e proteina L (fungio de polimerase).
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VI - CONCLUSOES

1.

Os isolados brasileiros de PVA apresentaram melhores efeitos citopaticos em linhagem
celular CER;

Os titulos virais mais elevados dos isolados brasileiros de PVA foram encontrados em

linhagem de células CER;

Em cultura de anel traqueal, ndo foram observadas nenhuma ciliostase nos isolados

brasileiros de PVA até a sétima passagem,

Analises sorolOgicas comparando os diferentes isolados de PVA mostraram a existéncia

de semelhanca antigénica entre eles;
O teste sorolOgico do PVA mostrou uma positividade anti SHS BR-119 para aves
matrizes de 67 e 66,5% e para frangos de corte de 2,9 e 5,1% através dos testes de

ELISA e soroneutralizagdo respectivamente;

Os resultados da inoculagiio experimental em aves SPF mostraram ocorréncia de

conversdo sorologica apos a primeira inoculagdo;

Os resultados obtidos por microscopia eletrdnica mostraram imagens de virus

arredondado com didmetro de 100 a 300 nm, com caracteristicas pleomorficas e
presenca de espiculas, as quais estfo de acordo com as caracteristicas morfologicas do

Pneumovirus Aviario (PVA);

Analise eletroforética em PAGE-SDS revelou a presenca de polipeptideos virais com
pesos moleculares aparentes de 200, 84, 67, 54, 43, 39, 37, 30, 28, 24, 20 e 14 KDa;
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Os isolados brasileiros de PVA mostraram ser sensiveis ao cloroformio, genoma
constituido de RNA termolabeis, estaveis em faixa de pH 6 e 9, ndo hemaglutinante e

sem atividade de hemadsorgao.
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