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RESUMO ——

Quatorze amostras do virus da bronquite infecciosa
das galinhas iscladas de surtos clinicos da doenga
no Estadc de Minas Gerais - Brasil foram replicadas
em ovos embrionados de galinhas livres de patdgenos
especificos. O liquide alantdéideo obtido foi
concentrado contra polietilenoglicol, peso
molecular 20.000 e tratado com a enzima fosfolipase
C tipo 1. Das quatorze amostras estudadas, treze
apresentaram atividade hemaglutinante.

0 desenvolvimento de atividade hemaglutinante em 13
das 14 amostras examinadas, apesar de niao ser
revelador do aspecto antigénico das amostras
isoladas em Milnas Geratis, pode servir como
indicador da semelhanca destes 1solados com a
grande maloria daqueles descritos na literatura
internacional, distinguindo-se apenas uma amostra,
4 semelkanca das amostras nefrotrdplcas desecritas
na Austrdlia e E.U.A., de dificil preparacac para
hemagiutinacgao.

Tentou-se classiflcar as amostras pela atividade de
inibigao de hemaglutinacdo utilizando 1liquidos
asciticos de camundongos imunes especificos contra
as amostras em teste e contra amostras de

referéncia. Os liquidos asciticos imunes
individuals ndo apresentaram ativlidade inibidora da
hemaglutinagaoc, nem mesmo apods purificacao da

fragac gamaglobulina. Portanto, nédo foi possivel
agrupar as amostras segundo suas eventuais relacgdes
antigénicas.




12

PALAVRAS-CHAVE: VIRUS DA BRONQUITE INFECCIOSA DAS
GALINHAS;
HEMAGLUTTINAGAOQ;
POLIETILENOGLICOL PM 20.000;
FOSFOLIPASE C TIPO 1.




1. INTRODUGAC

A Bronquite Infeceliosa das Galinhas (BIG) & uma
doenga respiratdéria aguda, altamente contagiosa,
provocada por um virus da familia Coronaviridae.
Clinicamente, a doenca caracteriza-se por
estertores traqueais, tosse e espirros (HOFSTAD,
1978; KING & CAVANAGH, 1991). As principais perdas
econdmicas relacionadas a enfermidade s&0
provocadas pela mortalidade, redugao no
crescimento, aumento de condenagdes de carcacas e
pelos danos causados no oviduto de aves, adultas ou
nao, que se traduzem em diminuicdo na producao e na
qualidade interna dos ovos (HOFSTAD, 1978; JORDAN,
1990; PEREZ, 1989).

Apesar da BIG ter sido déscrita ha aproximadamente

seis décadas, els continua sendo uma das
enfermidades de grande impacto econdmico para a
industria avicola mundial {TOROD et ali., 1989).

Calcula-se que, durante um surto, as perdas em um
plantel podem atingir um dolar americanc por ave
durante § semanas, consliderando-se que a BIG
predispde o lote a outras patologilas (PEREZ, 1989).

Um dos aspectos gque dificultam o controle da doenga
¢ a existéneia de numerosos sorotipos do virus,
podendo ocorrer Iinfecgcédc com amostras heterdlogas
ao virus vaclnal (PERROTA et al., 1988). Para se
estabelecer o controle eficiente da doenca, é
necessario elaborar-se um estudo epidemiolégico,
visando a veriflcagao da prevaléncia dos sorotipos
por regiao e a escolha do sorotipo vacinal deve ser
baseada neste estudo. No Brasil, esta situacio tem
alguns agravantes. 0 pouco conhecimento sobre as
amostras de VBIG prevalentes no pais (BRANDEN,
1985; LAMAS DA SILVA, 1989) é fator decisivo para a
elaboragao de programas de vacinagao mals eficazes.




14

Os episddios de BIG em plantéis wvacinados com o
sorotipo cflcialmente reconhecido no Brasil
(Massachusetts} podem estar sugerindo que ha
diferen¢a signiflcativa entre os nossos 1solados de
VBIG e o sorotipo Massachusetts. Entretanto, a
disponibilidade de vacinas apenas do sorotipo
Massachusetts poderia ateé facilitar o diagndstico
e, do diagndstico, vai-se ao controle. Nao seria
problema se o Mlnistérioc da Agricultura tivesse
liberado o wuso de vacinas vivas dos diversos
sorotipos existentes ? Seguramente, haveria mais
virus para recombilnar em nosso pais, além de tornar
mals difieil o dlagnostico epldemioldégico relativo
a sorotipagem dos VBIG autdctones.

0 primeiro passo para melhorar esta. situagdo é
determinar quals sorotipos estdo presentes no pais
e, en segulda, tragar sua distribulgao
epidemioidgica.

Segundo DI FABIO {1993), as amostras de VBIG podem
ser classiflicadas por meio de diferentes técnicas
sorologicas como. virus neutralizacdo em ovos
embrionados de gallnha- (OEG) ou em cultura de
celulas, cultura de anéis de traquéia, anticorpos
monoclonais, inibi¢caoc da Themaglutinagao e por
biologia molecular [Reagdo da Polimerase em Cadeia
(PCR) e Western Blotting].

A determinag¢do de um sistema de classificacao de
amostras de VBIG simples, confidvel e de baixo
custo seria uma boa solugdo para as condigdes

braslilelras. Este trabalho objetivou estudar
amostras do VBIG 1soladas no Brasil wutilizando
antigeno hemaglutinante concentrado com

polietilenoglicol, peso molecular 20.000 e
anticorpos inibldores da hemaglutinacao produzidos
em camundongos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

0 fenémeno da hemaglutinacdc (HA) fol observado
pela primeira vez por Hirst em 1941 quandec estudava
o virus da influenza. Desde entdo, esta capaclidade
de aglutinar eritrocitos tem sido observada em
diversos microrganismos (CASALS, 1967).

O0s agentes hemaglutinantes (virus, bactérias ou
antigenos derivados destes} sAc necessariamente
multivalentes. Ao atuarem no processo, adsorvem o
eritrécito por meio de sitios 1localizados na
superficie celular. Isto resulta na interligacao
das hemacias por mediagdo do aglutindgeno a elas
adsorvido, sendo que o mosaico tridimensional
resultante toma dimensées visivelis a olho nu como
aglutinacéao. Esta agadao pode ser 1iniblda por
anticorpos especificos contra 0s antigenos
aglutinogenos, o que resultou no desenvolvimento da
prova de 1iniblg¢do da hemaglutinacdo (IH). Esta
reagdo pode ser facilmente executada, dai a larga
utilizagdao das provas de HA e IH na identificacao
de 1isolamentos virais e titulagcdo de anticorpos
{CASALS, 1967).

0 principio do teste de IH € bastante simples.
Dadas certas condlgdes, se uma hemaglutinina &
colocada em contato com seu anticorpo homélogo em
proporgOes adequadas e em seguida uma suspensao de
eritroeitos e adicionada, a hemaglutinacao nao
ocorre. Esta propriedade pode ser utilizada para se
testar o titulo de anticorpos pela mensuragao da
quantidade minima de 5010 capaz de inibir
completamente a hemaglutinacido de um determinado
volume de susSpensao de eritréocitos por uma
quantidade constante de hemaglutinina (KABAT &
MAYER, 1967).
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A familia Coronaviridae, da qual o VBIG &
protétipo, possui um unico género, coronavirus, que
compreende agentes que infectam diferentes espécies
animals, entre elas as galinhas, provocando, entre
outros problemas, a BIG. Nesta familia, somente o
virus hemaglutinante da Encefalomielite do Suino e
dois sorotipos humanos, denominados 0C38 e 0C43,
possuem atividade hemaglutinante natural (McINTOSH,
1974). O VBIG, wusualmente, nao apresenta esta
capacldade, sendo raras as amostras com
hemaglutinag¢dao esponténea (KING & CAVANAGH, 1991).

Alguns estudos foram feitos na tentativa de induzir
a atlividade hemaglutinante no VBIG e com isso
estabelecer um teste para diagnéstico e
monitoramento sorolégico da doenca. Esta
propriedade pode ser induzida por modificagdes na
superficie do eritrécito ou por tratamento
enzimdtico do virus. CORBO e CUNNINGHAM (1959)
relataram que o virus aglutinava eritrécitos de
galinhas apds receber pré-tratamento com tripsina.
Em 1960, CUNNINGHAM sugeriu a utilizacao do teste
de hemaglutinag¢ao utilizando virus com baixo numero
de passagens tratado com solucdo de tripsina e
albumina do ovo.

BROWN et al. {1962) descreveran atividade
hemaglutinante do VBIG frente a eritrécitos de
cavalo tratados com 4&cido ténico e, em 1966,
BISWALL et al. 1solaram a hemaglutinina viral
utilizando cromatografia, estudaram sua atividade e
sugeriram que ela seria uma lipoproteina com tragos
de RNA e carboidratos.

Apesar de ter sido deserito que o VBIG também teria
a capacidade de aglutinar eritrdcitos (CORBO &%
CUNNINGHAM. 1959), este fenémeno nao poderia ser
interpretado como sendo a verdadeira
hemagiutinagao. A hemaglutinacdo do VBIG originada
pelo tratamento com tripsina nao era inibida por
50r0 especifico. Estas primeiras observagoes
estlmularam pesquisas sobre diversas enzimas, entre
elas neuraminidase, fosfollpase C tipo 1,
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fosfolipase C tipo 3 e fosfolipase D, com a
finalidade de modificar a estrutura da superficie
do virus, levando-0 a apresentar a atlvidade
hemaglutinante. Em 1975, BINGHAM et al. descreveranm
a hemaglutinagao provocada pelo VBIG quando este
virus recebla pré-tratamento com a enzima
fosfolipase C tipo 1 e relataram que esta atividade
hemaglutinante podia ser 1iniblida com © soro imune
espeeifico (POLI et al., 1982).

A partir de entao, o teste de IH vem sendo
aprimorado e largamente utilizado na mensurac¢iac de
anticorpos contra VBIG (ALEXANDER et al., 1976;
MACPHERSON & FEEST, 1978; XING & HOPKINS, 1983;
HATCHER e¢ al., 1983; FARAGHER, 1987; ROX ef al.,
1988; TORO et al., 1989; ABDUL-AZIZ & JAWAD, 1989;
SURYANARAYAN, 1991) devido a facilidade de ser
executado em grande numero de amostras de soro.

A utilizacdo do teste de IH para tipiflcacao de
amostras de campo do VBIG vem sendc estudada por
diversos autores (KING & HOPKINS, 1984; LASHGARI &
NEWMAN, 1984; BROWN & BRACEWELL, 1985; COOK et al.,
1987 KING, 1988; GOUGH et al., 1992). Os
resultados tém sldo conflitantes. Entre as
vantagens do teste apontam-se & rapidez e a
simplicidade de sua execugcdo. Qualguer laboratdrio
com um banco de soros de referéncia especificos
para os diversos sorotipos conhecidcs poderia fazer
a classificacao da amostra l1solada em, por exemplo,
24 horas apdés a preparagao de seu antigeno
hemaglutinante (KING & HOPKINS, 1984). Entretanto,
a 1incapacidade de algumas amostras de VBIG de
apresentar a hemaglutinagao, mesmo apds <tratamento
com fosfolipase C tipo 1 (BROWN & BRACEWELL, 1985)
e a ocorréncia de reagdes cruzadas entre sorotipos
distintos (COOK et al., 1987) tém sido apontadas
come obstdculos a utllizacdo mais abrangente deste
teste para tipiflcacao de amostras de VBIG.

Embora seja consideradc um ensaio bastante simples
e barato, para a concentragao do virus usado na
producao do antigeno hemaglutinante, a literatura
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tem recomendado a utllizacdo de ultracentrifugas,
gue possibllitam a formagao do pellet viral para
subseqliente tratamento enzimatico. Este & um fator
limitante para a adogao desta técnica pelos
laboratérios de dlagnédstico como rotina na
tipificagac de amostras de VBIG de campo (WATT &
MACPHERSON, 1980). ABDUL-AZIZ &  JAWAD (1989)
utilizaram a didlise contra polietilenoglicol, peso
molecular 20.000 (PEG 20.000) para concentrar o
VBIG e produzir antigeno hemaglutinante e
compararam este antigeno ao produzido por
ultracentrifugagao, nao sendo observadas diferencas
entre as atividades hemaglutinantes dos dois
antigenos. SURYANARAYAN (1991) utilizou antigeno
hemaglutinante produzido a partir de amostras de
campo concentradas com polletilenoglicol, peso
molecular 6.000 e observou que os resultados da
hemaglutinacao foram conflivels.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAS DE VBIG ESTUDADAS

Foram estudadas quatorze amostras do VBIG isoladas
de surtos com docenga clinieca na avicultura
industrial do Estado de Minas Gerais - Brasil
(TABELA 1). A amostra 208-10-BIG foi gentilmente
cedida pelo Prof. Mauriclo Resende, Laboratéric de
Viroloeogia Comparada do Departamento de
Microbioleogla do Instituto de Ciéncilas Bioldgicas
da UFMG. As outras treze amostras foram isoladas e
caracterizadas no Laboratdrio de Doencgas das Aves
do Departamento e Medlclna Veterindrila Preventiva
da Escola de Veterindria da UFMG. As amostras de
referéncia empregadas neste estudo estdo listadas
na TABELA 2.

As amostras do VBIG em estudo {foram estocadas em
botijoes! com nitrogénio liquido (-196°¢C), em
aliquotas, no Laboratério de Doencas das Aves da
Escola de Veterinaria da UFMG.

3.2. REAVALIAGAC DAS AMOSTRAS DE VBIG

As amostras de VBIG utilizadas neste estudo foram
reavaliadas de acordo com os seguilntes critérios:

1Bou'j6¢35 cnogénicos Crvometal mod. SM-33 / criotubo Nunc - 2 ml cada.
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TABELA 1 - AMOSTRAS DO VIRUS DA BRONQUITE
INFECCIOSA DAS GALINHAS ISOLADAS DE SURTOS
CLINICOS DA DOENGA NO ESTADC DE MINAS GERAIS

Nimero de Nuamero de Ano de Tipo de Sintomas
identificacBo  passagensem  isolamento aves principais no
da amostra OEG/SPF (a) surto de origem
208-10-BIG 6 1972 Poedeira Respiratorio/
(b) Queda de postura/
Postura de ovos
anormais
TII {c) & 1975 Frango Respiratorio
de corte
G (c) 8 1975 Frango Respiratorio
de corte
29-78 (c) 6 1978 Frango Respiratério
de core
200 (c) 3 1981 Frango Respiratorio
de corte
283 (c) 2 1983 Frango Sindrome Nefrite-
de corte Nefrose
290 (c) 2 1983 " Frango Respiratorio
de corte
297 (c) 2 1983 Frango Respiratério
de conte
327 (c) 2 1983 Frango Sindrome Nefrite-
de corte Nefrose
3531 (c) 3 1984 Frango Sindrome Nefrite-
de corte Nefrose
PM-1 {¢) 3 1987 Frango Respiratonio
de corte
PM-2 (c) 2 1987 Frango Respiratorio
de corte
PM-3 (c) 2 1989 Frango Respiratorio
de corte
PM-4 (c) 2 1989 Frango Respiratorio
de corte

7
() QEG/SPF - Orvos embnonados de galinha - SPF = Specific Pathogen Free = Livres de patogenos
especificos, '
(h) Isolada pele Professor Mauricio Resende no Laboratorio de Virclogia Comparada do #
Departamento de Microbiniogia do Instituto de Ciéncias Biolngicas da [TFM{F.
(c) Isolada pelo Setor de Doengas das Aves do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da
Escola de Veterinana da UFMG.
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TABELA 2 - AMOSTRAS DE REFERENCIA DO VIRUS DA
BRONQUITE INFECCIOSA DAS GALINHAS

Amostra Sorotipo (a) Nimero de Procedéncia
passagens em (Laboratorio/Pais)
OEG/SPF (b)
M-41 Massachusetts 8 ATCC (cVEUA
A-5968 Connecticut 10 ATCC/EUA
IMK Delaware 15 SPAFAS (d) /EUA
SE-17 Georgia 16 SPAFAS/EUA
ARK-99 Connecticut 7 ATCC/ELIA
H-32(e) Massachusetts 52 SPAFAS/EUA

{a) Denominagio segundo HOPKINS, 5. R, Sernlogical compansons of stramns of infectious
bronchitis virus using plaque-purnified isolants. A vizg Diseases, 18: 231-239, 1974,

{b) Numero de passagens em ovos embnonados de galinha - SPF (Specific Pathogen Free) = isentos
de patogenos especiticos. O numero de passagens corresponde a somatdtia das feitas no laboratorio
de ongem acrescidas das feitas no Laboratonio do Setor de Doengas das Aves - Dep. Med. Vet,
Prevenuva da Lscola de Vetennana da UFMG.

(¢} Amenican Tvpe Culture Collection {ATCCY, 112304 - Parkiawn Drive, Rockville, MD-TTSA
20852.

() SPAFAS. Norwich. CT-1UJSA 06360-1301.

(€} Utilizada apenas na produgdo de soro e liqudo ascitico imunes especificos.

3.2.1. COMPORTAMENTO EM O0OV0OS [EMBRIONADOS DE
CALINHAS SPPF (OEG/SPF)}

Clnco OEG/SPF com 6§-11 dlas de 1incubagao foram
inoculados com 0,1 ml de cada uma das amostras de
VBIG utilizadas neste estudo (diluicao 10-3 em PBS
pH 7,2). Duzentas e dezesseis horas pds-inoculacéio,
os ovos foram transferidos para geladelra (49C)
onde permaneceram por 16 horas. Os embrides foram,
entaoc, examinados para a presenca de nanismo,
enrolamento, formagac de uratos nos mesonefros e
hepatite hemorragica.
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3.2.2. AUSENCIA DE ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE
DIRETA

Setenta e duas horas apés a lnoculagido das amostras
estudadas em dez OEG/SPF (metodologia 1déntica a
descrita no sub-item 3.2.1), cinco embrides vivos
foram colocados em geladeira durante 16 horas. A
auséncia de atividade hemaglutinante fol confirmada
misturando-se uma gota (0,05 ml} de 1liguido
alantéideo obtido dos ovos com uma gota de
suspensaoc de hemdcias (10% em PBS pH 7.2) de
galinhas 3PF. Liquido alantéldeo contendo virus da
Doenga de Newcastle - amostra LaSota e 1liquido
alantéideo de OEG/SPF nao inoculados foram
utilizados como controles positivoe e negativo,
respectivamente.

3.3. PRODUGAC DOS ANTIGENOS HEMAGLUTINANTES

Os antigenos utilizados neste trabalho foram
preparados de acordo com VILLEGAS (198%5), havendo
alterac¢ées apenas na forma de concentraciaoc do VBIG
2 na quantidade de enzima utillizada. Em resumo, os
antigenos foram preparados como descrito a seguir:

Individualmente, todas as amostras de VBIG, de
referéncia ou nao, foram diluidas a 10-3 em PBS pH
7,2 contendo antibléticos? e 0,1 ml desta solugao
foi 1noculado na cavidade alantdidea de 100 QEG/SPF
com 9-11 dias de incubacgdo. Os OEG inoculados foram
relncubados e, 24 horas depois, fol feita ovescopla
para descarte dos embrides mortos. Novas ovoscopias
foram feitas com 48 e 56 horas poés-inoculagédo.
Decorridas 72 horas, fol feita a Gltima ovoscopla,
sendo todos 0s ovVos Incculados colocados em
geladeira (49C), onde permaneceram por 16 horas.
Para cada amostra de VBIG, cinco QEG/SPF inoculados
foram mantidos na ineubadora e sd foram abertos 216

% Cada ml de PBS pH 7.2 usado na diluigée do virus receben 0.05 mi de solugdo contendo:
Penicilina G potassica - 1.000.000 ui + sulfato de estreptomicina - 1 g + sulfato de gentamicina - 20 mg +
PBS pH 7.2 - 10t mi / Sodugo estenlizada por filtragio em Swinnex Millipore, 25 mm ¢, poro 0,22 u.
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horas pds-inoculagao para controle da replicacao do
virus.

0 liquido alantéideo foi colhlido e agrupado
assepticamente em frasco estéril mantido em banho
de gelo, seu volume total fol anotado e, en
seguida, submetido a centrifugagac® a 8.000 rpm por
30 minutos sob refrigeracédo para sua clarifilcacao.

A concentracao das amostras fol feita colocando-se
0 liquido alantdideo clarificado em membranas de
didliset e estas membranas foram, entdo, colocadas
em aparelho dialisador’ contendo polietilenoglicol,
peso molecular 20.000 {(PEG 20.000)%, sendo o
aparelho mantido a 4°C. Para uso, o PEG 20.000 foi
preparadce dlssclvendo-se 500 g do produto em 1.000
ml de PBS pH 7,2. Neste sistema, o PEG 20.000
desidrata o 1liquido alantdéideo, ficando o VBIG e
outras proteinas retidos pela membrana de dialise.
0 tempo de concentragado do liguido alantdideo e
conseqientemente do VBIG variou entre 24 e 48
horas.

0 liquido alantdideo concentrado foi entao
ressuspenso em solugao tampado HEPES pH 6,5, a 1% do
volume inicial. Em seguida fol coleoccado, sem nenhum
conservante Dbloldgico, em pequenos f(rascos de
plédstico com tampa rosqueavel e estocado em
nitrogénio liquido (-196°C}. O 1liquido alantdideo
concentrade fol também utilizado na imunizacio de
camundongos, come se descreve no sub-item 3.4. As
amostras foram descongeladas e misturadas com igual
volume de solug¢do recem-preparada de fosfolipase C
tipo 17 preparada em tampidc HEPES pH 6,5 contendo
10 unidades da enzima por mililitro. A mistura foi
homogeneizada e em seguida incubada a 379C por 2
horas. O antigeno f{ol tratado com thimerosail®

3 Centrifuga refrigerada Dupont mod. RCSB/rotor GSA.

4 THOMAS - MW 12.000 - 6 45 mm

2 POPE - Muttipte dialvser - THOMAS.

6 Polvethylene giyeol MW 20.000 - SIGMA CHEMICAL CO.

7 Phospholipase C P-7633 Lot 10H6801 SIGMA CHEMICAL CO.
Eli Lilly Co. Ltd. (etil mercuritiosalicilato de sodio).
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1:10.000 {KING, 1988) e entdao estocado a 4°C até
comprovacao de atlividade hemaglutinante.

3.4. PRODUCAO DOS LIQUIDOS ASCITICOS IMUNES EM
CAMUNDONGOS BALB-C

Para a produgdo de liquido ascitico 1imune, a
conecentragao total de proteinas presentes em cada
um dos liquidos alantdideos concentrados (100 X)
contendo VBIG fol determinada com auxilic de um
Refratométro <Clinico Manual®. Na preparagio dos
in6éculos, tanto para a primeira quanto para a
segunda inoculacdo, esta concentragao total de
proteinas foli ajustada, por diluicao em PBS pH 7,2,

para 100 ug/dose.

Para cada amostra de VBIG, guinze fémeas de
camundongo Balb-C com seis semanas de idade foram
inoculadas, por via intraperitonial, com 0,25 ml de
uma mistura contendo 0,125 ml de suspensdo com 100

ng de proteina + 0,125 ml de adjuvante incompleto
de Freund. Trinta dilas apdés a primeira inoculacio,
08 mesmos quinze camundongos receberam uma segunda
inoculacac de VBIG homdlogo, mas sem adjuvante. Dez
dias apos a reimunizacao, 08 animais foram
inoculados com 0,25 ml de suspensao de células de
tumer de Ehriich e comegaram a desenvoiver quadro
de ascite. Entre 5 e 10 dias apds esta Gltima
inoculagdo, os camundongos foram sacrificados, o

iigquido ascitico colhido assepticamente e
centrifugade a 1.500 rpm por 15 minutes. Os
sobrenadantes liquidos foram estocados
individualmente a -20°C. Para a produgac do

contrele, os camundongos foram 1noculados com
liquido alantéideo de OEG/SPF nao inoculados com
VBIG, concentrado por didlise contra PEG 20.000 e
com a concentracado de proteina também ajustada para

100 ug/dose.

9 SELMCO THOMAS,
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Antes do uso, todos os 1liguidos aseiticos imunes
individuais foram descongelados ¢ colocados em
banho-maria a 56°C por 30 minutos para inativacao
de 1nibldores nao especiflicos da hemaglutinacao,
tratados com thimerocsal 1:10.000 e, em seguida,
estocados em geladeira.

3.5. PURIFICAGAO DA FRAGAO GAMAGLOBULINA DOS
LIQUIDOS ASCITICOS IMUNES ESPECIFICOS

Para purificagao da fracdo gamaglobulina, IgG
prinecipalmente, foil feito "pool" com os liguidos
asciticos imunes obtidos de camundongos inoculados
com a mesma amostra de VBIG e este "pool" foil
submetido a nova centrifugacaoc a 1.500 rpm por 15
minutos para clarificagac adicional e misturado a
solugcdo saturada de sulfato de aménia (HEBERT,
1974; McKINNEY & PARKINSON, 1987). Esta mistura foi
felta por gotejlamento da solucdo saturada de
sulfato de amdnia, sendo que a mistura fol mantida
em banho de gelo e sob agitacao permanente até gue
a concentragido de sulfato de amébénia atingisse 45%
da solugao flnal.

A mistura contendo sulfato de aménia e
gamaglobulinas foi submetida a nova centrifugacac a
3.000 rpm por 15 minutes. 0O sobrenadante foi
descartado e o precipitado reconstituido em PBS pH
7,2 e colocado em membranas de didlisel?,

As didllses foram feltas em PBS pH 7,2 e mantidas a
4oC, sob agltagcao permanente por 24 horas. Esta
operagao fol repetida por mails 3 vezes, apenas
trocando-se o PBS.

As membranas de didlise foram entdao transferidas
para um recipiente com solucao contende U40% de
polivinilpirrolideone, pesc molecular 40.000 (PVP
40), preparada em PBS pH 7,2, onde permaneceram por
48 horas em geladeira até que seu conteudo ficasse

10 THOMAS - MW 12.000 - ¢ 16 mm
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concentrado. A ressuspensac deste material foil
felta em PBS pH 7,2 de modo que filcasse, no minimo,
h0 vezes mals concentrado que o liquido ascitico
original.

3.6. PROCEDIMENTOS DO TESTE DE INIBIGAO DA
HEMAGLUTINAGAO (IH)

Este teste fol conduzido de acorde com VILLEGAS
(1985} .

3.6.1. PREPARO DA SUSPENSAO DE ERITROCITOS

Os eritrécitos foram obtidos de galinhas adultas
SPF. A sangria fol feita na vela da asa com seringa
estéril de 10 ml contendo 5 ml de solugdo de
Alsever também estéril. O sangue e a solucdoc de
Alsever foram gentilmente homogeneizados na prépria
seringa, sendo em seguida transferidos para tubo de
centrifuga. A mistura fol centrifugada a 1.200 rpm
por 5 minutcos e o sobrenadante descartado. 0O volume
original feol completado com PBS pH 7,2 e nova
centrifugag¢ac fol felta. Este procedimento fot
repetido mais duas vezes. Apds a Ultima lavagem, os
eritrécitos foram ressuspensos em PBS pH 7,2 de
forma a obter concentragao de 0,5%.

A suspensao de eritrdcitos era preparada 24 horas
antes de seu uso e mantida em geladeira.

3.6.2. TITULAGAO DOS ANTIGENOS

A determinacao do titulo hemaglutinante dos
antigenos fol feita para avallar se as amostras
apresentavam atlvidade hemaglutinante apéds
tratamento com fosfolipase C tipo 1 e para preparar
o antigeno com 8 unidades hemaglutinantes (UHA)
necesséario para a execucao do teste de IH.
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Placas de microtitulagao de poliestireno rigido com
96 orificios com fundo em U foram utillzadas. Em
todos o©s orifieclos da placa, com excecdao dos da
primeira c¢oluna, foram colocados 50 ui de PB3 pH
7,2. Cada antigeno fol testado em duplicata.

Foram adicionados 50 pl docs antigenos no primeiro e
no segundo orificies de cada linha, homogeneizados
a partir do segundo orificio e em seguida passados

50 pl para o terceiro.

Esta operacao foil repetida até o pentltimo orificio

quandc foram descartados 50 ul. O Ultimo orificio
da placa fol destinado a controle de eritrdcitos.

Em segulda foram adiclonados 50 Hl da suspensao de
eritrdcitos a 0,5 % em toda a placa que, entdao, foi
homogeneizada em agltador automatico!? por um minuto
e deixada em repousc em geladelra por uma hecra
quando fol feita a sua leitura.

FIGURA 1 - DISTRIBUIGAOC DE ANTIGENOS NA PLACA
PARA TESTE DE HEMAGLUTINAGAO

1 2 2 4 5 6 7 8 9 109 1 12

Antigenag 1 { A
B
Antigeno 2 { ¢
D
Antigena 3 { E
F
Antigans 4 { G
H

N

Caontrola

de Eritrcites

T pFco.
12 Yentical Vibrator - THOMAS, operado na intensidade de vibragao *50"
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3.6.3. TITULAGAO DO LIQUIDO ASCITICO IMUNE
INDIVIDUAL

Para a tiltulagac dos liquidos asciticos individuais
homélogos também foi utilizada placa de
mlcrotitulagdo com fundo em U. Inicialmente, todos
os orificios, com exce¢ao dos da coluna 1,

receberam 50 Ul de FBS pH 7.2.

Em seguida foram adicionados 50 ul de 1ligquido
ascitlco imune nos orificios das colunas 1, 2 e 12
e O processo de diluilgédo deste liquido ascitico foi
feito a partir da coluna 2 até a coluna 9, sendo

descartados 50 Ml apds a ultima diluicao.

Cinglenta pul de antigeno homdélogo & amostra de VBIG
empregada na imunizacao dos camundongos, contendo 8
UHA, foram adicicnades aos orificicos das colunas 1
a 10. A placa foi homogeneizada (idem sub-item
3.6.2) e deixada em repouso (com tampa)} durante 20
minutos em geladeira (4°C).

O tltimo passo da execucao do teste de IH foi a
adigao de 50 ul de suspensao de eritrdcitos 0,5% em
todos os orificios. A placa fol novamente
homogeneizada (idem sub-item 3.6.2) e deixada en
repousc f{com tampa) por uma hora em geladeirsa,
sendo entao feita a leitura.

Como controle positivo de teste IH utllizou-se soro
imune produzido em galos SPF 1imunizados contra
amostra H-52. 0O controle negativo fol feito com
liquido ascitico imune produzido por lnoculagao de
liquide alantdéideo concentrado sem virus.

3.6.4. TITULAGAO DAS FRAGOES DE GAMAGLOBULINAS
PURIFICADAS

As fragoes de gamaglobulinas purificadas foranm
estudadas com a mesma metodologla deserita no sub-
ltem 3.6.3.
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FIQGURA 2 - Distribuicio dos liquidos asciticos
imunes na placa para teste de IH

1t 2 3 4 5 6 7 B 98 10 11 12

Liquida A
Ascitico 1 B
Liquido Cc
Ascitico 2 D
Liquido E
Ascitico 3 E
Liquido G
Ascitico 4 H

1

Controle de Virus
Conirole de Eritrécitos
Controle de Liquido Ascitico

DE VET,
0\)‘ ER‘W{?

A

“  BBLIOTECA

DA yrmo




4. RESULTADOS

b.1. TiTULOS HEMAGLUTINANTES D03 ANTIGENOS
UTILIZADOS

Os titulos hemaglutinantes dos antigenocs preparados
a partir de amostras de VBIG de referéncia e das
amostras 1isoladas de campo estdo expressos na
TABELA 3.

A partir destes resultados, foram preparados 0s
antigenos com 8 UHA para serem utilizados no teste
de IH, sendo que as amostras H-52, G e 351 foram
utilizadas puras e nao fol utilizado antigeno com
amostra TII por esta nado apresentar reacdo de
hemaglutinac¢ao detectavel. Todos 08 antigenos
hemaglutinantes foram tratados com thimerosal
1:10.000 (KING, 1988) e estocados em geladeira até
sua utllizagao.

4.2.  TITULOS INIBIDORES DA HEMAGLUTINAGAO (IH)
DOS LIQUIDOS ASCITICOS IMUNES INDIVIDUAIS

Nenhum dos liquidos asciticos 1munes apresentou
ativldade de inibigdo da hemaglutinagdc frente aos
antigenos homélogos, com excecio daqueles
preparados contra a amostra 208-10-BIG que variaram
entre 8 e 32. Controles positivos e negativos
funelonaram como previsto.

0 "pool" de soros de galos inoculados com a amostra
H-52, usado como controle positivo do teste de IH,
apresentou titulo igual a 64 frente ao antigeno
preparado com amostra M-41,
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TABELA 3 - Titulos hemaglutlnantes dos
antigenos preparados com amostras de Virus da
Bronquite Infececiosa das Galinhas de

referéncia ou 1isoladas de surtos clinicos da
doenca no Estado de Minas Gerais - Brasil

Amostra Titulo (a)
" CONTROLE (b) 0
M-41i (c) 160
A-5968 (c) 160
IMK (c) 320
ARK-99 (c) 160
SE-17 () 320
H-52 (c) 40
G (d) 20
TI (d) 0
200 (d) 160
PM-1 (d) 160
PM-2 (d) : 160
PM-3 (d) 80
PM-4 {d) 320
290 (d) 80
297 (d) 80
208-10-BIG (d) 1280
283 (d) [60
327 (d) 320
351 (d) 20
29-78 (d) 640

(a) Reciproca da mais alta diluigiio onde houve 100% de hemaglutinacéo.
(b) Iiqmdo aianthiden concentrado de ovos ndo inoculados.
(c) Amostras de referéncia.

{d) Amostras isoladas de surtos clinicos da doenca no Estado de Minas Gerais - Brasil.
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4.3. TITULOS INIBIDORES DA HEMAGLUTINAGAQ (IH)
DAS FRAGOES CONTENDO GAMAGLOBULINAS OBTIDAS A
PARTIR DA MISTURA DOS LIQUIDOS ASCITICOS IMUNES
DOS CAMUNDONGOS IMUNIZADOS COM A MESMA AMOSTRA DE
VBIG

Nenhuma das fragoes estudadas apresentou atividade
de inibig¢do da hemaglutinag¢ao frente aos antigenos
homologos, nem mesmo aqueles produzidos contra a
amostra 208-10-BIG. Controles positivos e negativos
funcionaram como previsto.
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5. DISCUSSAQ

Dos objetivos 1niciais deste trabalho, avaliagao da
atividade hemaglutinante e tipificagao de amostras
brasileiras de VBIG pelo teste de IH, o primeiro
foi cumprido satisfatoriamente. 0 segundo,
entretanto, fol comprometido pela nao detecgao de
anticorpos 1nlbldores da hemaglutinacao no modelo
escolhido.

Das 14 amostras de campo estudadas, 13 apresentaram
atividade hemaglutinante apds tratamento com
fosfolipase C tipo 1. Estes resultados foram
similares aos obtidos por ALEXANDER ef al. (1976)
que relataram que, de 9 amostras de VBIG tratadas
com esta enzima, apenas 4 mostraram atividade
hemaglutinante. A indugao da atlvidade
hemaglutinante pela fosfolipase C tipo 1
provavelmente é provocada pela hidrolise da
fosfatidilcolina no envelope do VBIG que resultaria
numa ligeira alteragac nas caracteristicas fisicas
desta membrana, gerando nova configuracgao
tridimensional de polipeptideos necessaria para
hemaglutinacac (BINGHAM et al., 197%). Entretanto,
ainda nao estd claro o motlvo de algumas amostras
nao apresentarem tal atividade apdés tratamento
enzlmdtico. ALEXANDER et al. (1976) sugerem que
esta diferenga nado estaria relaclonada com as
caracteristicas sorolégicas ou morfolégicas da
amostra e nem com o nimero de particulas viricas
presentes no antigeno. Por estes motivos, BROWN e
BRACEWELL (1985) advertiram que esta lncapacidade
de algumas amostras apresentarem atividade
hemaglutinante apés o tratamento enzimiatico é um
obstdculo & utilizagdo mals ampla do teste de IH
como 1instrumento para tipificagao de amostras de
VBIG.
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A concentragao de VBIG com PEG 20.000 mostrou-se
bastante eficiente, uma vezZz Jue o0s antigenos
produzidos a partir de virus concentrado por este
metodo foram eflcazes. ABDUL-AZIZ & JAWAD (1989)

compararam a concentracgéo de virus por
ultracentrifugagdo e didlise contra PEG 20.000.
Estes autores nao encontraram diferencgas
significativas entre titulos hemaglutinantes dos
antigenos concentrades por estes métodos. A
concentragao de VBIG com PEG 20.000 ¢ de baixo
custo e nao requer a utilizagao de

dUltracentrifugas, fator limitante para multos
laboratorios. Entretanto, nas condicgdes utilizadas
neste trabalho, os antigenos mostraram-se espessos,
provavelmente como consegiiéncia da concentragao de
proteinas do liquido alantdéideo que também flcaram
retldas na membrana de didlise. Esta caracteristica
do antigeno dificultou a leiltura das reagdes en
suas diluig¢oes inieciais.

LASHGART & NEWMAN (1982) trataram amostras de VBIG
com diferentes concentragdes de fosfollipase C tipo
1 e nao observaram diferencas significativas no
titulo hemaglutinante dos antigenos obtidos. Conm
base nestes dados, optou-se por usar concentragao
alta de enzima (10 unidades por amostra) em face da
presenca de proteinas no liquido alantdideo
concentrado. Esta concentracao de enzima mostrou-se
eficiente ja que foi capaz de induzir atividade
hemaglutinante em 13 das 14 amostras estudadas.
Efeito adverso desta alta concentragao de
fosfolipase C tipo 1 poderla ser a lise dos
eritrocitos pela presenga residual da enzima, caso
08 testes de HA e IH fossem conduzidos a
temperatura ambiente (POLI et al., 1982). Por este
motivo, todos os testes foram realizados a 4°C.

A literatura registra controvérsias quanto a forma
e temperatura de estocagem de antigenos (ALEXANDER
et al., 1976; ALEXANDER & CHETTLE, 1977; LASHGARI &
NEWMAN, 1982, POLI et al., 1982). Neste
experimento, como o tempo de estocagem seria curto,
optou-se por usar o metodo de conservacgao adotado
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por KING (1984), que consistia em tratar o antigeno
com thimerosal (1:10000}) e, em segulda, estoca-lo a
o, 0Os antigenos utillzados para se testar os
ligquidos asciticos 1munes indlviduals no teste de
IH foram também utilizados para mensurar o titulo
IH das frac¢des contendo gamaglobulinas, obtldas a
partir da mistura dos liquidos ascitices homodlogos.
Entre um teste e outro, os antigenos permaneceram
estocados em geladelra. Houve entao necessidade de
titulda-los novamente para verificar se alnda
mantinham as 8 UHA necessarias para a eXxecucdo do
teste de IH. Fol observada elevagdo nos titulos
hemaglutinantes e conseqguente necessidade de
diluic¢do para acerto destes titulos. Este aumento
nos titulos possivelmente foi em decorréncia da
presenca de agregados de particulas viricas no
antigeno que foram se desfazendo aos poucos,
aumentando o numero de particulas disponiveis para
hemaglutinagao. Este fato tambem pode acontecer com
outros virus concentrados com PEG 6.000 ou por
ultracentrifugacac (VILLEGAS, 1985).

A producgao de liquido ascitico anti-VBIG em
camundongos foi o ponto eritico deste trabalho. A
1déla original era dinocular alguns camundongos
Balb-C com amostras de VBIG concentradas e outros
com amostras de VBIG concentradas e tratadas com
enzima (antigeno), numa tentativa de verificar se
haveria melhora na especificidade do teste de IH. A
utilizac¢ao de camundongos teve como obJetivo evitar
inconvenientes encontradoes en outros modelos
animals (galinhas, coelhos, cobalas e outros)
convenclonalmente empregados para obtencédo de soros
imunes. Neste trabalho, fol utilizado antigeno
viral nao 1Inativado, pols nao haveria perigcec ou
replicagaoc do virus nos camundongos, além da
vantagem de menor ocupac¢ao de espa¢o. Entretanto, a
grande maioria dos camundongos 1noculados com o
virus tratado com fosfolipase C tipo 1, uma potente
neurotoxina, morreu em menos de 24 h. Aqueles
poucos que sobreviveram, provavelmente devido a
erros na inoculacao do antigeno, foram descartados.




No teste de IH, as amostras de liquidos asciticos
imunes foram testadas individualmente na tentativa
de evidenciar possiveis variagoes nos titulos de
anticorpos existentes entre individuos. Nenhuma das
amostras apresentou reacgao de inibigao da
hemaglutinacao consistente. Os titulos de
anticorpos IH anti-amostra 208-10-BIG encontrados
no teste dos ligquldcs asciticos imunes 1ndividuais
homélogos podem ter sido devido a presenga de
iniblidores inespeciflicos da hemaglutinacdo. Depois
da purificacac da fragao contendo gamaglobulinas,
estes liquidos asciticos concentrados foram
aquecidos para inativacao dos inibidores
inespecificos de hemaglutinacao e nado mais foram
detectados titulos de anticorpos IH para a amostra
208-10-BIG.

Flnalmente, a despeito de camundongo ser um bom
modelc experimental, especlalmente como produtor de
soros e liguidos asciticos imunes, neste
experimento, eles nao funelonaram como bons
produtores de anticorpos IH anti-VBIG. O problema,
provavelmente, nao esteve ligado aos animails mas a
metodologia utilizada {antigeno grosseiro nao
purificado, prinecipalmente).




6. CONCLUSAO

— As amostras de VBIG estudadas apresentaram
atividade hemagiutinante quando submetldas a
tratamento com a enzlma fosfolipase C tipo 1, com
excec¢do da amostra TII.

— 0 método de concentragdo de liquldo alantdéideo
contendo VBIG com o PEG 20.000 mostrou-se
eflclente, mas o antigeno obtido fleou muito
espesso, dificultando a leitura das reacdes de
hemaglutinagaoc ou daguelas que se apresentavam como
negativas, em suas diluigdes 1niciais.

— Com a metodologia empregada neste experimento,
camundongos Balb-C nido produziram anticorpos IH
anti1-VBIG em niveis detectiveis.




7. SUMMARY

Fourteen strains of avian 1Infeetious bronchitis
virus 1sclated from outbreaks of clinlcal disease
in Minas Gerais State, Brazil, were concentrated by
dialysis against polyethylene glyeol (20.000 MW)
and treated with phospholipase C type 1. Among the
investligated strains, thirteen showed
hemagglutinating activity.

These strains were tentatively classified by cross
reaction  hemagglutination-inhibition  (HI) test
using as antisera, ascitic fluids from Balb-C mice
immunized with concentrates of the thirteen
strains.

The individual immune ascitic fluids did not show
HI activity. Not even after the purification of the
gammagliobulin fraction from homologous asecitie
fluld with the utilization of ammonium sulfate was
possible to detect the presence of HI antibodies.
It was not possible to group the strains by this
method.
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