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Resumo

FINGER, Paula Fonseca. Producéo de imunobioldgicos para o diagnostico do
virus da bronquite infecciosa das galinhas. 2015. 87f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Programa de Pés-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

A bronquite infecciosa das galinhas (BIG) é uma enfermidade viral altamente
contagiosa que causa predominantemente lesdes respiratérias que se manifestam
clinicamente por espirros e estertores trdqueo-bronquiolares, podendo levar a sinais
mais severos, com diminui¢éo na fertilidade e redugéo da producédo de ovos. O virus
da bronquite infecciosa das galinhas (IBV) codifica quatro proteinas estruturais,
sendo a nucleoproteina uma das mais importantes na geracdo de resposta imune
das aves, sendo também a mais abundante e, ainda, se caracteriza por possuir a
sequéncia de aminoacidos bem conservada. A vacinacdo é a principal forma de
controle da enfermidade, porém surtos da doenca ainda ocorrem com frequéncia,
causando grandes prejuizos na avicultura. Em vista disso, o objetivo deste trabalho
foi produzir imunobiolégicos que possam contribuir no monitoramento sorolégico das
aves. Para tanto, a proteina N foi expressa em Escherichia coli, obtendo-se uma
proteina recombinante (rN) na forma solavel. A partir dessa proteina recombinante,
foi padronizado um teste ELISA e também produzidos anticorpos monoclonais frente
a rN. Para o teste de ELISA foram utilizados 389 soros, 0os quais ja haviam sido
testados pelo Kit comercial, sendo o ELISA padronizado e comparado ao IDEXX. Os
resultados obtidos para o teste ELISA demonstraram uma sensibilidade de 90,16% e
especificidade de 90,34% ao comparar com o Kit comercial. Para o anticorpos
monoclonais, foram selecionados trés principais hibridomas, sendo estes testados
frente a diferentes virus aviarios. Os anticorpos monoclonais produzidos foram
especificos ao reconhecer apenas o virus da bronquite e a proteina recombinante
(rN), ndo havendo reagdo cruzada com outros virus aviarios. Os insumos produzidos
durante o trabalho sdo promissores para utilizacdo de rotina em laboratério que
realiza diagndstico de BIG.

Palavras-chave: BIG; nucleoproteina; proteina recombinante; Escherichia coli;
imunodiagnaostico



Abstract

FINGER, Paula Fonseca. Production of immunobiologicals for the diagnosis of
infectious bronchitis virus of chickens. 2015. 87f. Thesis (Doctor degree in
Sciences) - Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

The infectious bronchitis (IB) is a highly contagious viral disease that causes
predominantly respiratory injuries that manifest clinically and invariably by sneezing
and tracheo-bronchial throes and may lead to more severe signs with decreased
fertility and reduced egg production. The infectious bronchitis virus (IBV) encodes
four major structural proteins, the nucleoprotein being the most important in the
immune response of the birds, since it is abundant and has a well conserved
sequence. Vaccination is the primary means of disease control but outbreaks still
occur frequently, causing major losses in poultry. As a result, the objective was to
produce immunobiologicals that may contribute to the serological monitoring of birds.
Therefore, the N protein was expressed in Escherichia coli, yielding a recombinant
protein (RN) in soluble form. From this recombinant protein was a standard ELISA
test and also produced monoclonal antibodies against rN. For the ELISA test were
used 389 sera, which had been tested by the commercial kit, with the standardized
ELISA and compared to IDEXX. The results obtained for the ELISA test showed a
sensitivity of 90.16% and a specificity of 90.34% when compared to the commercial
kit. For monoclonal antibodies, three primary hybridomas were selected, these being
tested against different avian viruses. The produced monoclonal antibodies were
specific to only recognize the virus bronchitis and recombinant protein (rN), with no
cross-reactivity with other avian viruses. The inputs produced during work are
promising for routine use in the laboratory that performs IB diagnostic.

Keywords: IB; nucleoprotein; recombinant protein; Escherichia coli; imunodiagnosis



Artigo 2
Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Artigo 3
Figura 1

Figura 2
Figura 3

Figura 4
Figura 5

Lista de Figuras

Amplificagdo e clonagem do gene da proteina N do

Avaliacdo da expressao da proteina rN (A). Caracterizacdo da
ProteiNa N (B)...coo e e

Andlise através da curva ROC do ELISA com a rN comparado ao

Avaliacdo de diferentes lotes de producdo de rN em ELISA
indireto utilizando soros positivos e negativos para VBIG...............

Reacao da proteina rN em Western Blot frente a soros de aves....

Andlise da expressao da proteina N A- Eletroforese em gel de
POLACHIAMIAR 1290......eeeeeiiiiiiiieiee e
Andlise dos MADbs por eletroforese em gel de poliacrilamida 12%..
Western Blot frente aos MAbs B7 e E2 e frente ao soro policlonal
rN produzido em camundONgO........ccceeeeeeiiiiiiiieeiee e
Curva de titulagdo dos MAbs B7 e D3 frente a proteina rN............
ELISA para avaliar a especificidade dos MAbs anti-rN frente a

diferentes antigenos vacinais de virus aviarios..................cccccc.ouu.

50

51

52

52
53

67
68

68
69



Artigo 1
Tabela 1

Artigo 2
Tabela 1

Lista de Tabelas

Métodos de diagnostico utilizados para deteccdo da

Anélise dos soros testados em ELISA comercial e ELISA rN

classificados quanto a categoria e a presenca de anticorpos para



BIG
cDNA
dNTPs
ELISA
EUA
LCA
M41
MAbs
OIE
OMS
PCR
RT
SPF
VBIG

Lista de Abreviaturas e Siglas

Bronquite infecciosa das galinhas
DNA complementar
Desoxirribonucleotideos

Ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA
Estados Unidos da América

Liquido cdérioalantoide

cepa Massachusetts

Monoclonal Antibodies

Organizacdo mundial da saude animal
Organizac¢do mundial da saude
Reacgéo em cadeia da polimerase
Transcriptase reversa

Specific Pathogen Free

Virus da bronquite infecciosa das galinhas



Sumario

N Lo N1 oo [V T o2 Lo B PP PP TP TP TPPPPPP 13
2 ReVISA0 da LIteratUra.......ccoveeiiiiiiiiiiiiie et e e 17
22000 Y o o Tt RO UURRPPPPRRUPPN 17
S HIP OGBSO .t ———————————— 40
I @ o] 1= 1 Y0 1 T PP TP PP PPPPPPP 41
4.1 ODJELIVO GEIAI....iiiiiiiiieeee i 41
4.2 ODbjetivos €SPECITICOS. ..t 41
oI Y o o 1P 42
5.1 ATTIZO 2. e a e e e e e 42
5.2 ATTIgO Bt a e e e e e 61
6 CoNSIAEraC0es FINAIS.......cccceiiiiiiieieeee st e e e e e e e e e e eeees 75
RETEIBNCIAS . ...ci i it e e e e e e e e e e e e e e an e 76



1 Introducéo

A avicultura € um dos setores mais importantes do agronegaocio brasileiro e
também o que mais cresceu nos ultimos anos (EMBRAPA, 2012). Atualmente o
Brasil € o 3° maior produtor de carne de frango, atrds apenas dos EUA (Estados
Unidos da America) e da China (OIE, 2013). Por se tratar de um amplo mercado em
expansao, a avicultura vem crescendo também em ambito de tecnologias, com o
surgimento de novos farmacos e vacinas desenvolvidos com o objetivo de evitar a
disseminagéo de enfermidades entre os animais alojados (RESENDE, 2003).

Dentre as doencas que acometem as aves e causam grandes prejuizos
econdmicos aos produtores, esta a bronquite infecciosa das galinhas (BIG). Trata-se
de uma doenca de curso agudo, altamente contagiosa que leva a maior
susceptibilidade a infec¢des secundarias, e resulta, consequentemente, em perdas
consideraveis da produtividade de criacdes comerciais de frangos de corte, galinhas
de postura ou aves reprodutoras (CAVANAGH, 2007).

O virus da bronquite infecciosa das galinhas (VBIG) é o agente causador da
bronquite infecciosa (BIG), doenca que continua causando grandes prejuizos na
producao avicola (AHMED et al., 2014).

A doenca foi descrita pela primeira vez nos EUA, em 1931, por Schalk &
Hawn e, dois anos apos, Bushnell & Brandly notificaram uma doenca idéntica, mas
diagnosticaram-na como laringotraqueite infecciosa (LT). Em 1936, Beach & Schalm
provaram, por meio de estudos de imunidade cruzada, que o agente da BIG era um
virus diferente do virus da LT e denominaram-no de virus da bronquite infecciosa
(VBI). No inicio da década de 60, a doenca ja havia sido notificada em quase todo o
mundo (MUNEER et al., 1988).

A BIG esté incluida na lista da OIE (Organizacdo Mundial de Saude Animal),
FAO (Organizacdo para a Agricultura e Alimentagéo) e OMS (Organizacdo Mundial
de Saude) como doencga transmissivel de notificacdo anual, devido a importancia
socioeconbmica e implicacbes sanitarias, podendo trazer alguma repercussao a

gualquer momento no comércio internacional de produtos e animais.
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O VBIG acomete aves de todas as idades, causando sintomas respiratorios,
alta morbidade nas aves adultas e alta mortalidade em aves jovens. (CAVANAGH &
NAQI, 2003). O sistema respiratorio € o sitio de replicacdo primario do virus, sendo
posteriormente distribuido para outros 6rgdos, incluindo os rins e o6rgaos
reprodutivos, resultando em danos na producédo de ovos (GUANGLIANG LIU et al.,
2012). Atualmente, a BIG é endémica praticamente em todos 0s paises que criam
aves e, no Brasil, é considerada a principal doenca respiratéria avicola (DI FABIO et
al., 2000).

Pertencente a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae e género Coronavirus,
o0 VBIG possui proteinas estruturais, tais como do nucleocapsideo (N) que esta
associada ao genoma viral para formar o nucleocapsideo, de superficie (S) que se
divide em duas subunidades, S1 e S2, e as proteinas de membrana (M) e do
envelope (E) que estdo inseridas no envelope que circunda o nucleocapsideo
(CAVANAGH; NAQI, 1997; DI FABIO; ROSSINI, 2000). Dentre as proteinas virais,
podemos ressaltar a importancia da proteina N, que possui uma sequéncia de
nucleotideos no seu genoma bastante conservada e a glicoproteina S, cuja porcéo
S1 possui regides hipervariaveis e estd em constante mutacdo (MCKINLEY et al.,
2008).

A S1 é responsével pela infectividade viral e possui determinantes antigénicos
qgue induzem a formacédo de anticorpos neutralizantes, sendo uma das principais
indutoras da resposta imune protetora contra a infeccao pelo VBIG e de fundamental
importancia na imunoprofilaxia (ABDEL-MONEIM et al., 2014). Além disso, ela é a
base dos testes de diagnosticos que tém sido utilizados para identificar e
caracterizar diferencas entre cepas virais (KEELER et al., 1998; COOK et al., 1997).
VariacOes antigénicas descritas entre diferentes isolados do VBIG s&do devido a
mutacdes no gene da proteina S1, o que pode resultar na existéncia de diversos
sorotipos, com pouca protecdo cruzada entre eles (CAVANAGH, 2007).

Também bastante importante, tanto na arquitetura viral quanto nas relagfes
com o hospedeiro, a proteina N é formada por 409 aminoacidos com uma massa
molecular predita de cerca de 50 KDa (MACNAUGHTON et al.,1977; BOURSNELL
et al., 1985). Geralmente, tal proteina apresenta homologia entre as diferentes cepas
de IBV (91 + 96.5%), sendo uma proteina bastante imunogénica e abundantemente
expressa durante o processo de replicacdo viral (PRADHAN et al.,, 2014). Além

disso, ela é capaz de induzir a producédo de anticorpos especificos e de linfocitos T
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efetores especificos, sobretudo com acao citotdéxica (SNEED et al., 1989; SEO et al.,
1997). Dessa forma, a proteina N do VBI é o antigeno de eleigcdo para emprego em
ensaios de diagndstico, tanto para deteccdo quanto mensuracao de anticorpos nos
soros das aves (NDIFUNA et al.,, 1998). Epitopos para linfécitos T ja foram
identificados na proteina N do VBIG e demonstraram induzir respostas contra o virus
(BOOTS et al., 1992). A deteccdo de anticorpos contra a proteina N pode ocorrer
nos soros das aves apds duas semanas da vacinacdo com vacina atenuada
(IGNJATOVIC & GALLI, 1995).

Como acontece com a maioria dos virus cujo genoma € composto por RNA, a
ocorréncia de mutacdes e recombinagdes sdo dois importantes eventos que podem
alterar significativamente o genoma dos coronavirus (LEE et al., 2010). Por
conseguinte, acredita-se que subpopulacdes virais podem emergir como resultado
da ocorréncia destes eventos (JACKWOOD et al., 2012). A mutacdo do VBIG pode
ocorrer pela recombinacao entre os genomas de diferentes virus circulantes em um
mesmo hospedeiro ou até mesmo com as préprias amostras vacinais vivas
atenuadas que podem recombinar com estirpes de campo circulantes, podendo
resultar em novos virus. Em vista disso, a introdu¢do de novos sorotipos vacinais
tem sido evitada, uma vez que existe o risco inerente de surgimento de novos virus
(MCKINLEY et al., 2008 e 2011).

Como alternativas de controle de surtos de VBIG ainda se utiliza vacinas do
sorotipo Massachusetts, cuidados essenciais de manipulagcdo das vacinas e
estratégias de revacinacdo, buscando um reforco na tentativa de atingir uma
resposta imune mais eficiente (ASSAYAG, 2009; MONTASSIER, 2008). Porém,
mesmo com diferentes estratégias de vacinagdo, o VBI continua causando
significativas perdas econdmicas na producdo avicola de corte e postura no Brasil e
no mundo. (MONTASSIER, 2008; ASSAYAG, 2009).

Com relacéo ao diagnadstico laboratorial, verifica-se que o mesmo depende de
técnicas diretas envolvendo o isolamento e a identificacdo genémica ou fenotipica
(sorotipos, protectotipos e patotipos) do virus, e/ou de métodos indiretos, destinados
a deteccdo de anticorpos especificos. Geralmente, os meétodos indiretos sao
realizados a partir de Kits comerciais de ELISA, os quais sdo importados e
apresentam um custo muito elevado para a sua utilizagdo com frequéncia (WANG et
al., 2002; BERNARDINO, 2004). Aléem disso, deve ser considerado que o

diagnéstico rapido e a determinacao do estado de imunidade de um plantel de aves
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sdo aspectos criticos para se conseguir uma melhor condicdo de controle da IB.
Para tanto, foi comprovado que 0s ensaios imunoenziméticos quando realizados
com padrdes apropriados, indicam com elevada acuracia as concentracfes de
anticorpos especificos contra IBV e podem facilitar o monitoramento do estado
imunitario em criacdes com grande numero de aves (SNYDER et al., 1983).

Devido a relevancia da ocorréncia de BIG nos plantéis de aves da industria

avicola nacional, existe uma grande necessidade por alternativas de protecdo frente
ao VBIG, sendo que a utilizacdo de novas tecnologias visando o desenvolvimento de
imunobioldgicos (vacinas e antigenos para o desenvolvimento de métodos de
diagnostico e anticorpos monoclonais), por exemplo, € uma importante area de
estudo (JOHNSON et al., 2003; ZENHAM, 2010).
Sendo assim, métodos moleculares visando o diagnostico da BIG, como a
expressdo de proteinas recombinantes vem sendo bastante estudados. Em estudo
realizado por Pradhan et al. (2014), o gene que codifica para a proteina N do VBIG
foi clonado e expresso em sistema procarioto, sendo, posteriormente, utilizada a
proteina recombinante purificada para desenvolver um ensaio imunoenzimatico
(ELISA), com a finalidade de mensurar anticorpos especificos em soro de galinhas.
O teste obteve uma especificidade de 95,8% e sensibilidade de 96,8%, quando
comparado com o kit IDEXX, que apresenta como antigeno o virus inteiro,
demonstrando o potencial de proteinas recombinantes como imunobiolégicos. A
utilizacdo de células de insetos € outra opcdo para a producdo de proteinas
heterdlogas, uma vez que possui por caracteristica altos niveis de expressao,
sistema que foi utilizado por Abdel-Moneim et al. (2014) também para a expressao
da proteina N do VBIG, obtendo sucesso quando utilizada em teste do tipo ELISA, o
qual apresentou 100% de especificidade e acuracia.

Em vista disso, sabe-se da necessidade de um antigeno para utilizacdo em
ELISA com o qual seja possivel realizar um monitoramento sorologico das aves.
Para isso, é de grande valia a producéo de proteina N da cepa Massachusetts, uma
vez que é a Unica cepa liberada para vacinacéo no Brasil.

Em vista disso, o objetivo do estudo foi produzir a nucleoproteina do VBIG de
forma recombinante, para sua avaliagcdo como antigeno em teste ELISA. Além disso,
anticorpos monoclonais também foram produzidos frente a essa proteina visando a

elaboracdo de imunobiolégicos que possam ser utilizados no diagnéstico da BIG.



2 Revisado da Literatura

2.1 Artigo 1

Avian Infectious Bronchitis: Diagnostic, control and biotechnological
advances

Paula Fonseca Finger Luana Alves Dummer Carolina Georg Magalhaes
Paulo Augusto Esteves Alessandra D'Avila da Silva Giseli Ritterbusch Silvia de
Oliveira HUbner Fabio Pereira Leivas Leite Fabricio Rochedo Conceicéo

Artigo de Revisao submetido a Revista Ciéncia Rural



18

Avian Infectious Bronchitis: Diagnostic, control and biotechnological advances

Bronquite Infecciosa das galinhas: Diagnostico, controle e avancos
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-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

ABSTRACT

Avian infectious bronchitis (IB) is a disease responsible for important economic losses
in the poultry production, affecting both broilers and laying birds, being the avian infectious
bronchitis virus (IBV), a member of the Coronaviridae family, its causative agent. As it
happens with most viruses with RNA genome, the occurrence of mutations and recombination
are two important events that can significantly alter the genome of coronaviruses. In Brazil,
the control of the disease is mainly made through vaccination programs, along with the
adoption of biosafety measures. Thus, given the social and the economic relevance of IB, this
work highlights important characteristics of IBV, as well as aspects of its diagnosis, control,
and biotechnological advances with the objective to provide improvements in control and a

better understanding this relevant illness.
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Keywords: IBV, IB, aviculture, biotechnology.

RESUMO

Acredita-se que a bronquite infecciosa das galinhas (BIG) seja responsavel por
grandes perdas na producdo avicola, tanto de aves de corte como de postura, sendo o virus da
bronquite infecciosa das galinhas (VBIG), membro da familia Coronaviridae, causador de tal
enfermidade. Como acontece com a maioria dos virus cujo genoma é composto por RNA, a
ocorréncia de mutacBGes e recombinacbes sdo dois importantes eventos que podem alterar
significativamente o genoma dos coronavirus. No Brasil, o controle da doenca é realizado
principalmente através de programas de vacinacdo juntamente com medidas de
biosseguridade. Dessa forma, dada a importancia econdmica e social da BIG, o presente
trabalho destaca algumas caracteristicas importantes do VBIG, bem como consideracdes
sobre o diagnostico, controle e avancos biotecnolédgicos conquistados, a fim de proporcionar
melhorias no controle, além de um maior entendimento a respeito da ocorréncia desta
relevante enfermidade.
Palavras-chave: VBIG, BIG, avicultura, biotecnologia.

INTRODUCTION

Avian infectious bronchitis (IB) is a highly contagious acute disease that affects
domestic fowl of the Gallus gallus domesticus species. Its causative agent is the avian
infectious bronchitis virus (IBV), which infects cells mainly from the respiratory and
genitourinary tracts of chicken (PENA et al., 2005). The disease was first described in the
north of United States of America in 1931 by SHALK & HAWN, and in the following
decade, its impact was already felt in the egg production industry. Later, in the 60s, the
nephrosis-nephritis syndrome was described in Australia, making evident the dispersion of
IBV, as wells as the disease relevance for the poultry industry worldwide (KING &

CAVANAGH, 1991).
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According to the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), in 2008
the IBV species was renamed to Avian coronavirus, and is grouped in order Nidovirales,
family ~ Coronaviridae, subfamily = Coronavirinae, = genera ~ Gammacoronavirus

(http://www.ictvonline.org/index.asp). The viruses belonging to this family has, as structural

characteristic, the presence of club-shaped protein projections with approximately 20 nm
forming spikes in the viral envelope, which gives them the aspect of a corona-like, hence the
name Coronaviridae (CAVANAGH, 2007).

Based on genetic and antigenic criteria, the coronaviruses are divided in four genus:
Alpha (known as group 1), Beta (known as group 2), Delta (recently recognized by ICTV)
and Gammacoronaviruses (known as group 3), being the IBV classified as
Gammacoronavirus (JACKWOOD et al., 2012). IBV virions have a typical coronavirus
pleomorphic shape, with viral envelope of 120 nm in diameter and genome consisting of
positive sense single strand RNA genome with approximately 27.6 kb in length, which
encodes non-structural (accessory proteins) and structural proteins. The main proteins in the
viral structure are: the spike protein (S), envelope (E), matrix (M) and the nucleocapsid
protein (N) (CAVANAGH, 2007), and, of these, two have their immunogenic characteristics
recognized: the N protein, which is highly conserved, and the S protein, less conserved and
composed by two subunits: S1 and S2 (CAVANAGH, 2007).

Regarding its pathogenesis, the IBV initially replicates in ciliated and mucus-secreting
epithelia from the upper respiratory tract after 18 to 36 h of incubation, spreading to other
tropism sites during viremia. The virus can cause damages in the respiratory tract and other
epithelial surfaces, including the genitourinary tract, the gastrointestinal tract and the oviduct
(PENA et al., 2005). Lesions in the trachea characterize the main pathological findings, since

the trachea is the principal site for viral replication; however, lesions may also be found in
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kidneys with different degrees of severity, which are caused by viral serotypes called
nephropathogenic (PENA et al., 2005).

As with most RNA viruses, mutation and recombination are two important events that
alter the genome of coronaviruses. Consequently, viral subpopulations may emerge as a result
of these genetic events (LEE et al., 2010; JACKWOOD et al., 2012). The mutations can
occurs by genome recombination of different viruses circulating in the same host, or between
attenuated field strains present in vaccines (MONTASSIER, 2010).

In spat of these indications, several other factors are involved in the process of viral
selection and that are also relevant when outbreaks of the disease happen in flocks of birds
previously immunized, as the adequate manipulation and vaccine administration (TORO et
al., 2012; DHAMA et al., 2014). It is worth mentioning that some authors emphasize that the
use of life attenuated vaccines, although it may promote higher levels of protection to birds
(LIM et al., 2012; FERNANDO et al., 2013), could facilitate the development of new variants
of IBV (MCKINLEY et al., 2011). Also, it is important to perform constant surveillance (with
isolation and characterization) of prevalent IBV strains in a particular geographic area, as well
as to perform in vivo studies with these viral samples, once understanding the IBV evolution
is essential to the development of new strategies for control and prevention of the disease
(DHAMA et al., 2014).

According to TORO (2012), some scientists use the concept of quasispecies to explain
the evolution of IBV. The concept grew outside the molecular evolution theories, which was
originally proposed by EIGEN (1971) as determinant kinetic theory to all molecular species
with reproductivity, being latter modified to a stochastic theory (KIMURA, 1991). However,
according to MINSKAIA (2006), the theory of quasispecies will be further related to viruses

that show a higher mutation rate than the coronavirus, once the latter possesses its
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exoribonuclease domain associated with their RNA polymerase RNA dependent, which
decrease error rates.

As an alternative to control the outbreaks of IBV in Brazil, vaccines developed with
the serotype Massachusetts are used, together with essential care in the manipulation of these
vaccines, as well as in the elaboration of immunization strategies, seeking for reinforcement
to achieve the stimulation of an efficient immune response (MONTASSIER, 2008).

Considering the situation of the IBV in Brazil and worldwide, these review highlights
important aspects of both virus and diseases, as well as its diagnostic, control and
biotechnological efforts achieved so far.

DEVELOPMENT

Control

The control of IB in Brazil is performed by the implementation of vaccination
programs together with biosecurity measures to avoid or decrease losses, once, due to the
reported history from professionals in the poultry sector, the current vaccination strategies
used are not presenting satisfactory efficiency (BERNARDINO, 2004). Thus, the IBV is still
causing important economic losses in the poultry meat and egg production industries in Brazil
and worldwide (BANDE et al., 2015).

As the main IBV transmission route is by air, with the virus rapidly spreading inside
the flock, it is also recommended the implementation of good biosafety practices inside
aviaries, as enforcing a rigid flux control of authorized personal in and out of installations,
enforcing change of clothes and showering before and after having access to barns, and
enforcing sanitary empty between flocks (TREVISOL e JAENISCH, 2010). It is also
important to apply restrictions and control of vehicles with access to the propriety, preventing
contaminants to being brought into clean areas (ALMEIDA et al., 2013). However,

implementing these control measures can be difficult, especially in farms with poultry in
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multiple ages, where management is more complicated, the control of diseases transmission is
more challenging (DI FABIO e ROSSINI, 2007).

Live-attenuated and inactivated vaccines are used in poultry flocks and, those
measures are employed with the objective to avoid viral transmission to different poultry
farms and flocks, once IBV is highly contagious and can rapidly spread in the bird organism
(MONTASSIER, 2008). In Brazil, inactivated oily and live lyophilized vaccines formulated
with serotype Massachusetts (Mass) sample H120 are available. These vaccines can be
administered via drinking water, nasal-ocular, sprays and intramuscular, being the two latters
the two preferable ways for live and inactivated vaccines, respectively (BACK, 2010).

To date, obtained data regarding variable genotypes indicate that they have being in
circulation in Brazil since 1988; however there are still few scientific studies concerning its
genetic and antigenic variations (VILLARREAL et al., 2007; ABREU et al., 2010;
BALESTRIN et al., 2014). In Brazil, at least five different antigenic types of IBV have
already been isolated in commercially available chicken in all the country’s regions, but
mainly in the South where the poultry production industry is bigger (DI FABIO et al., 2000).
These genotypes are determined mainly by the analyses of proteins S1 and N gene sequences
(MONTASSIER et al., 2008; ABREU et al., 2010).

There are several studies approaching the introduction of new vaccines in Brazil,
however, there is still few studies about variants circulating in the country that may prove the
low antigenic relation with the available vaccine. These live-attenuated vaccines with variant
serotypes are only authorized for use in areas where this type of virus can cause important
economic losses and after a throughout characterization of the vaccine, due to the risk of
introducing a new serotype and occurrence of genetic recombination (TREVISOL e

JAENISCH, 2010; TREVISOL, 2013).
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Thus, the biological and epidemiological behavior of these variants needs further
investigation to help defining more efficient programs to control IB, considering alleged
ineffectiveness of current control methods based only on vaccination with monovalent
vaccines containing the Massachusetts serotype (MONTASSIER, 2010). New molecular
strategies using the virus focusing in the field needs are in development; however, the simple
administration of two genetic different vaccines to protect against a wide range of
heterologous types is an efficient practice that is already being used (JACKWOOD et al.,
2012).

Still considering the IB control, it is important to highlight some aspects of the avian
immune response to IBV, as well as adopted vaccination methodologies.

- Immune response against IBV

Humoral immune response is associated with inhibition of viral replication and has
been correlated with specific antibodies titers to IBV (BANDE et al., 2015). Antibodies
stimulated by vaccination can be detected in poultry serum, tracheal swabs and lacrimation
(De WIT, 2000). Among different existent immunoglobulin classes, studies had shown that
the immunoglobulin G (1gG), M (IgM), and A (IgA) are essential to minimize viral
circulation in the blood (DARBYSHIRE E PETERS, 1985).

As the virus replicates in the Harderian glands, it will induce the development of
mucosal immune response, which is characterized by the secretion of IgA. (BANDE et al.,
2015). Besides, IgA is the main inducer of mucosal response, acting mainly through the
neutralization of viral epitopes responsible for binding to the cell receptors, thus, preventing
the attachment of IBV to permissive cells (CARON, 2010).

Studies using N and S1 recombinant proteins for poultry immunization through ocular
vaccination showed the stimulation of significant cellular-mediated immune response without

the need for boost or use of adjuvants. Birds vaccinated with these proteins were protected
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against infection with a virulent virus strain, emphasizing the important role of mucosal
immunity for infection control (MEIR et al., 2012). In a study performed by JACKWOOD et
al. (2012), which evaluated the protection of poultry vaccinated with two IBV vaccines,
showed that the decrease of infection and virus replication in the upper respiratory system
contributed to the decrease of transmission and possible mutations that could originated
variants. Such studies reinforce the importance of mucosal immunity in the control of IBV,
once the respiratory tract is the main entry site of this virus.

The cytotoxic T cell (CTL) mediated immune response stimulated by IBV occurs 10
days after the infection, which correlates with the decline of clinical signs CAVANAGH,
2007). The specific response to the IBV N protein is associated with the stimulation of CTLs,
which are responsible by the decrease of cells infected by the virus (SEO et al., 2000). Also,
reports had showed that there is a significant increase in the presence of CD4 and CD8 T cells
after immunization with specific vaccines containing S1 protein (JOHNSON et al., 2003).

Passive immunity is an important form of protection of birds early at life. It has been
demonstrated that maternal antibodies can last for days or weeks, depending upon the viral
strain. From birds that have maternal antibodies, approximately 97% will be protected against
IBV infection in their first day of life. However, this protection can decline approximately
30% until 7 days of life, showing the limited duration of this kind of protection (MONDAL E
NAQI, 2001).

There are many attempts to the development of an efficient vaccine against IBV in the
future, which could be capable of stimulate wide range of protection against different viral
serotypes, surpass the passive immunity, meet international biosafety standards, provide
adequate stability, being easy to apply and economically accessible (BANDE et al., 2015).

- Vaccination
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Vaccination is a widely used form to prevent IBV. To obtain higher immunization
efficiency, as well as ensure proper management and vaccine application, one must pay
attention to questions of biosafety and respect the time dedicated to sanitary empty (DI
FABIO e ROSSINI, 2000). If those measures are not enough, the ideal procedure would be to
isolate a sample of the main IBV strain circulating at the local and, then, obtain a local
vaccine strain (DHAMA et al., 2014). However, this approach is time consuming and requires
financial resources since the virus must be isolated and the serotype identified which will
require adaptation in embryonated egg or in cell culture, and a serum bank against known
strains (SASIPREEYAJAN et al., 2012).

To the immunization of birds against IBV, there are vaccination protocols that use
live-attenuated vaccines as well as inactivated vaccines. Commonly, the primo vaccination is
performed with a live-attenuated vaccine via the ocular, oral or nasal routes and boost
vaccinations performed with the inactivated vaccines (DI FABIO e ROSSINI, 2000). In
Brazil, the vaccination in broilers is performed with live-attenuated vaccine in the incubatory
period at the first day of life, and a boost vaccination is performed with live-attenuate vaccine
via nasal spray 15 days after the primo vaccination.

There are several attempts to develop new vaccines against 1BV, including the
development of vaccines using new technologies as the recombinant DNA could be an
excellent alternative, providing adequate levels of protection without the inconvenient
consequences with the use of live-attenuated vaccines (BANDE et al., 2015).

Diagnostic

The diagnosis of IBV can be performed through direct and indirect methods, being the
viral isolation, according with OIE (2013), the golden standard technique to the confirmation
of the disease-causing agent. However, as birds can be vaccinated against 1BV, the

surveillance of antibodies is the most employed diagnosis and can be made through



27

techniques as serum agglutination, ELISA, hemagglutination inhibition, and others (OIE,
2013).

The laboratorial diagnostic depend on the use of techniques that involve isolation and
genotypic and phenotypic identification (serotypes, protectotypes and pathotypes) of the
virus, and methods designed to the detection of specific antibodies. Normally, the indirect
methods are performed with commercial tests as the Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), which are imported and are expensive for the routine use (WANG et al., 2002).
Besides, it should be taking into consideration that the rapid diagnostic and the determination
of the immunity level of a flock of birds are critical aspects to obtain better conditions for IB
control. Several diagnostic techniques can be used detect IBV antigens or antibodies against
this virus, however, each one has specific characteristics related to the material used and
several require longer time for the results to be obtained, as can be observed at Table 1.

In most laboratories, the hemagglutination inhibition test (HI) is the most employed
serological assay for detection of antibodies against IBV, but it is a laborious test. Another
method is the ELISA assay, which is a relatively simple test and of fast to perform, but
requires trained professionals, specific equipments and four to eight hours of labor to achieve
its complete execution (OIE, 2013). An alternative if the use of rapid diagnostic methods to
monitor antibodies induced by the vaccination, both with field application as well as for
epidemiological surveillance (ZHANG et al.,, 2010). Recently, immunochromatographic
assays are being used as an new strategy, in which a cellulose membrane is used as carrier and
antigen or antibody is conjugate to colloidal gold, which in turn is used as marker (HUANG
et al., 2007).

Molecular techniques, such as Real-time PCR (RT-PCR) and Restriction Fragment
Length Polymorphisms (RFLP) are used to detect the viral genome in samples as tracheas,

embryonated eggs or cell cultures, as well as to determinate the types of IBV.
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Also aiming the IB diagnostic, the expression of recombinant proteins is being
extensively considered. In a studied performed by PRADHAN et al. (2014), the N protein
gene of IBV was cloned and expressed in prokaryotic system and used in the development of
a ELISA, with the objective to measure specific antibodies in chicken serum. The test
described was 95.8% specific and 96.8% sensitive, when compared with a commercial
diagnostic kit, showing that recombinant proteins have potential to be used as
immunobiological. The use of insect cells is another option to production of heterologous
proteins, since it has as characteristics the high levels of expression and had been used by
ABDEL-MONEIM et al. (2014) for the expression of IBV N protein, which was highly
successful when used as antigen in the development of an ELISA with 100% of specificity
and accuracy

Biotechnological advances

Given the relevancy of IB in bird flocks of the national poultry industry, there is a
increasing need for alternatives to achieve protection against 1BV, and the use of new
technologies aiming the development of immunobiologicals (vaccines, antigens to the
development of diagnostic methods and monoclonal antibodies), is an important field of study
(JOHNSON et al., 2003; ZESHAM, 2010).

Regarding the development of vaccines, the achievement of protection, better thermal
stability of the vaccine and others advantages are sought. Recombinant vaccines are a “big
bet” for the introduction of new strategies for the control of IB, especially vaccines based in
vectorial vaccines, DNA vaccines or subunit vaccines (BANDE et al, 2015).

For example, the development of vaccines based in the insertion of target-genes of
IBV in other viral genomes (adenovirus and poxvirus) used as vectors (RUSSEL, 2000;

JOHNSON et al., 2003), bring, a series of advantages, including easy manipulation and
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purification, and reduction of the occurrence of unwanted recombination events between
vaccine strains and field strains.

In recent studies using recombinant Human Adenovirus type 5 (Ad5), the efficacy of a
vaccine using Ad5 defective vector carrying the hemagglutinin of Avian influenza virus also
demonstrate the induction of protective immunity in vaccinated birds (TORO et al., 2007).
Other study also demonstrated the protective efficacy of a recombinant vaccine expressing the
IBV S1 gene in vaccinated birds that developed higher levels of antibodies against IBV and
the increase of IL-4 levels, which indicates the stimulation of cellular immune response
(ZESHAM, 2010).

Besides the use of recombinant vaccines, the use of antibodies is also a powerful
therapeutic tool against viral infections (AHMAD et al., 2012). The development of
antibodies effectively reagents for emergency prevention and treatment of IBV infection is
being studied and evaluated as an alternative to the control of the disease; however, maybe its
main use is in the diagnostic of the disease, since it can be used in the development of rapid
tests

Monoclonal antibodies based in recombinant single-chain variable fragments are a
new genetic engineering that can help in scientific as well as clinical applications, in which
the passive administration of neutralizing monoclonal antibodies can be used for emergency
prophylaxis and the viral disease treatment. (ANDRIS-WIDHOPF et al., 2000). The scFv are
the smaller units of the functional immunoglobulin molecule in the antigen-binding function.
In comparison with a whole antibody, they possess several advantages in clinical practices,
including better penetration, higher immunogenicity, and therapeutic to the target antigen in
vivo, as well as possibility of mass production in vitro. Recombinants scFvs anti-IBV were
obtained in a study performed by LIN et al. (2015), which can be used to amplify the antibody

expression library for diagnostic development or potential therapeutics.
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A study performed by FERNANDES et al. (2010), the phage display technique was
used to the construction of a library of chicken monoclonal antibody single-chain variable
fragments, which recognize the viral strain as well as some heterologous strains isolated from
field samples in Brazil. Those antibodies could be useful in the direct diagnosis of IBV.

CONCLUSION

Thus, knowing the importance of 1B and the economical losses to poultry producers
that is attributed to this disease, it is increasingly important the execution of studies aiming
the achievement accessible reagents for the detection of the agent, as well as the surveillance
of birds antibodies, avoiding the clinical signs in infected animals.
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Table 1 Diagnosis methods used for detection of IB (Di Fabio e Rossini, 2007)

Diagnostic

Sample

Time for results

Inoculation in embryonated egg

Organ maceration (lung, kidney,
trachea, cecal tonsils)

7 days

Cell culture

Organs

3 days

PCR

Organs, allantoic liquid, cell
culture with suspect material

Approximately 5 hours

Virus neutralization Embryonated eggs, cell culture 3 days
ELISA Birds serum Approximately 3 hours

Serum neutralization Birds serum 3 days
Hemagglutination inhibition Birds serum Approximately 1 hour
Rapid plate agglutination Birds serum Approximately 1 hour




3 Hipotese

A nucleoproteina recombinante do virus da bronquite infecciosa das galinhas
expressa em sistema procarioto pode ser utilizada como imunobiolégico para o
diagnostico da enfermidade. Além disso, anticorpos monoclonais elaborados a partir

da proteina recombinante sdo promissores para uso em diagndstico.



4 Objetivos
4.1 Objetivo geral

Desenvolver imunobioldgicos que possam ser utilizados no diagnostico para
deteccdo de anticorpos contra a nucleoproteina do virus da bronquite infecciosa das
galinhas.
4.2 Objetivos especificos
- Expressar a proteina N inteira em Escherichia coli;
- Purificar e caracterizar a proteina N recombinante;
- Avaliar a proteina N recombinante através de imunodiagndstico por ELISA,
utilizando soros de galinhas positivos e negativos previamente testados por teste
comercial;

- Produzir anticorpos monoclonais frente a proteina N recombinante;

- Caracterizar os MAbs produzidos frente ao virus da bronquite infecciosa e outros

virus aviarios;
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Abstract

Infectious bronchitis is a highly contagious disease that affects birds of all ages. The
virus still cause important losses to the poultry industry and an effective control along a
specific diagnosis are key to prevent the disease from spreading. In order to prepare an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to detect antibodies against infectious
bronchitis virus (IBV), the gene for the nucleocapsid protein (N) of IBV was amplified (1230
bp) by PCR with subsequent cloning and expression in Escherichia coli using the expression
vector pAE. Recombinant E. coli clones were submitted to appropriate protocols and

expression induction was successfully performed, obtaining a soluble protein of
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approximately 45 kDa. A total of 389 sera were tested against the recombinant protein in
ELISA and compared with the commercial IDEXX kit. ELISA showed a 90,34% sensitivity and
90,16% specificity, and these results are promising for achieving a Immunodiagnosis for
monitoring the disease in poultry, and more affordable cost than existing on the market.
Keywords: BIl; VBIG; nucleoprotein; recombinant protein; Escherichia coli;

imunodiagnosis

1. Introdugao

A bronquite infecciosa das galinhas (BIG) é uma enfermidade altamente contagiosa e
de curto periodo de incubacgdo, causada por um virus que pertence a familia Coronaviridae,
género Coronavirus (Cavanagh et al., 1997). O virus da bronquite infecciosa (VBIG) causa
predominantemente lesdes respiratdrias que se manifestam clinicamente e invariavelmente
por espirros e estertores traqueo-bronquiolares, podendo levar a sinais mais severos
(Muneer et al., 1988; Raj and Jones, 1997). Aves infectadas apresentam diminuicdo do
desempenho e, consequentemente, perda de peso e refugagem. Além disso, infec¢Oes
bacterianas secunddrias causam perdas econdémicas por condenacdo de carcacas devido a
aerossaculite (Cavanagh, 2007; Mendonca et al., 2009), o que acarreta impactos
significativos no comércio da carne de frango e ovos, tendo em vista que o pais é o terceiro
produtor mundial e lider em exportacdo (MAPA, 2015).

O VBIG possui genoma RNA de fita simples, ndo segmentado, com sentido positivo e
27,6 kilobases (kb) de comprimento que codifica quatro proteinas estruturais: N (proteina do
nucleocapsideo), S (proteina de superficie), E (proteina do envelope) e M (proteina da
membrana). A nucleoproteina (N) estd associada ao genoma viral para formar o

nucleocapsideo, formada por 409 aminoacidos e com massa molecular de cerca de 50 kDa
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(Macnaughton et al.,, 1977; Boursnell et al., 1985). Apresenta uma estrutura altamente
conservada, com cerca de 94 a 99% de identidade entre as diversas estirpes do VBIG
(Williams et al., 1992). Além disso, é conhecida por apresentar elevada imunogenicidade,
induzindo a producao de anticorpos e linfécitos T efetores especificos, sobretudo com acao
citotéxica (Seo and Collisson, 1997; Sneed et al., 1989). Em virtude disso, a proteina N do
VBIG vem sendo estudada como um alvo importante no diagndstico, uma vez que reune
atributos para se constituir no antigeno de eleicio para o desenvolvimento de ensaios
sorologicos a serem empregados na detecgdo/quantificacdo de anticorpos para essa
enfermidade (Ndifuna et al., 1998).

Com relagdo ao diagndstico laboratorial da BIG, sabe-se que o mesmo depende de
técnicas diretas envolvendo o isolamento e a identificagdo gendmica ou fenotipica do virus,
e/ou de métodos indiretos destinados a detec¢do de anticorpos especificos (Di Fabio et al.,
2000). As técnicas soroldgicas objetivam, além do sorodiagndstico, fazer também a avaliacdo
da resposta imunolégica vacinal. Normalmente os métodos indiretos sdo realizados a partir
de kits comerciais de ELISA, entretanto todos sdo importados e de custo bastante elevado.

Embora sejam bastante utilizados, os métodos de ELISA atualmente existentes
detectam anticorpos que reagem com todos os antigenos do VBIG e, assim, ndo discriminam
aqueles anticorpos que interagem com os sitios antigénicos mais especificos e relevantes
como os que estdo localizados na proteina N. Nesse sentido, torna-se interessante a
utilizacdo da nucleoproteina como principal antigeno quando se trata de diagndstico e
avaliacdo de resposta vacinal, uma vez que atua na replicacdo do virus e na inducdo de
resposta imune nas aves infectadas (lgnjatovic and Galli, 1994; Schelle et al., 2005).

A utilizagdo de antigenos recombinantes possibilita que seja desenvolvida uma prova

de diagndstico mais especifica, uma vez que se destacam por conferir elevada sensibilidade
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e especificidade aos testes devido a maior concentracdo de antigeno imunoreativo e
auséncia de sitios inespecificos, além de ser alternativa para reduzir custos de imunoensaios,
pois sdo produzidos em sistemas de simples cultivo, rdpida obtencdo de antigenos e com
baixo custo (Zhang et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi produzir a proteina do nucleocapsideo da cepa

Massachusetts (M41) do VBIG, em Escherichia coli, para sua utilizacdo em ELISA indireto.

2. Materiais e métodos

2.1 Propagacado viral e preparagao do RNA

Uma amostra brasileira com o mesmo perfil da cepa Massachussets 41 (M41- CNPSA
— EMBRAPA — Concérdia, SC) do VBIG foi propagada em ovos embrionados SPF com nove
dias de incubacdo, na cavidade cérioalantoide (CA), sendo o liquido colhido e estocado a -70
9C, até o momento do uso. O acido nucléico das amostras obtido de suspensdes oriundas do
liquido cérioalantoide (LCA) foi extraido com a utilizagao de Trizol® LS Reagent (Invitrogen™),

de acordo com as recomendacdes do fabricante.

2.2 Amplificacdo do gene para a proteina N por RT-PCR

A partir do RNA viral extraido da suspensdo de LCA infectado com a amostra do
mesmo perfil da estirpe M41 do VBIG, foi obtido o cDNA por transcricdo reversa (RT),
usando oligonucleotideos randémicos para, em seguida, ser amplificada pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) toda a orf do gene da proteina N. Com base na sequéncia do
gene da proteina N da estirpe M41 do VBIG (“GenBank” n° de acesso - M28566) foram

desenhados os primers forward e reverse. Sitios de clivagem para Xhol e Kpnl foram
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introduzidos no primer foward (5'- CCGCTCGAGATGGCAAGCGGTAAGGCAA - 3’) e reverse (5’
— GGGGTACCTCAAAGTTCATTCTCTCCTA — 3’), respectivamente.

A PCR foi realizada nas condi¢des de desnaturacao inicial de 95 °C por 7 minutos, 70
°C por 1 minuto, 45 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 50 °C por 1 minuto e 72 °C por 4 minutos,

com extensdo final de 72 °C por 10 minutos.

2.3 Clonagem da regido codificadora do gene para a proteina N

O produto amplificado foi purificado através do GFX PCR DNA e Gel Band Purification
Kit (GE Healthcare, USA), de acordo com as especificagdes do fabricante. O produto da PCR e
o vetor de expressao em E. coli, pAE, foram digeridos com enzimas de restricao Xhol e Kpnl,
e entdo ligados com T4 DNA ligase (Thermo Scientific). O produto da ligacdo foi utilizado
para transformar, por choque térmico, a cepa TOP10F de E. coli. Os transformantes foram
selecionados em placas com meio Luria Bertani (1% de triptona, 0,5% de extrato de
levedura, 0,5% de NaCl e 2% de Agar) contendo 100 pg/mL de ampicilina (Sigma Aldrich).

2.4 Expressdo da proteina N recombinante (rN)

Clones transformantes da linhagem BL21 DE3 Star de E. coli foram selecionados e, em
seguida, cultivados em 10 mL de meio LB contendo 100 pg/mL ampicilina, sob agitacdo de
250 rpm a 37 °C, durante 16 horas. Em seguida, todo o volume (10 mL) foi transferido para
200 mL de meio LB contendo ampicilina na mesma concentragdo anterior, sendo incubado a
37 °C sob agitacdo de 200 rpm. Quando a densidade Optica da cultura atingiu
aproximadamente 0,8 em um comprimento de onda de 600 nm, a expressao da rN foi
induzida pela adicdo de IPTG (isopropil R-D-1-tiogalactopiranosideo) na concentracao final

de 0,5 mM. A cultura, depois da adi¢gao do agente de indugdo, foi incubada por mais 3 horas
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a 37 °C sob agitacao de 200 rpm, sendo, ao final, submetida ao processo de extracao de
proteinas, conforme os procedimentos de solubilizacdo.

Para analisar a expressdo da proteina recombinante, o cultivo foi centrifugado a
10000 x g durante 10 minutos. O pellet celular obtido foi ressuspendido em tampao de
lavagem Akta Wash (0,234% de NaH,P0Q,, 2,92% de NaCl e 0,068% de Imidazole) adicionado
de lisozima, submetido a sonicacdo por sete ciclos de 20 segundos a 60 Hz e entdo
centrifugado novamente. As amostras foram preparadas para posterior analise da expressao
em SDS-PAGE e caracterizacdo por Western Blot frente ao anticorpo monoclonal anti-

histidina (Sigma Aldrich).

2.5 Painel de soros aviarios

Um total de 389 amostras de soros de galinha, ja previamente identificados pelo
laboratério Mercolab (Garibaldi, RS), responsdvel por diagnéstico de BIG pelo kit comercial
de ELISA (IDEXX IBV Ab Test), foram testadas frente ao ELISA rN e os resultados
posteriormente comparados. Além disso, soros confirmados como positivos para a doenca
de Newcastle foram utilizados a fim de analisar a especificidade do teste.

Das amostras testadas, havia soros que eram provenientes de animais vacinados e
ndo vacinados, sendo possivel também analisar as informac¢des com relacdo ao histdrico das

aves.

2.6 Desenvolvimento do ELISA-rN indireto
Como antigeno foi utilizada a rN purificada por cromatografia de afinidade em resina
“Ni Sepharose™ High performance” (GE Healthcare) e posteriormente quantificada por

Qubit™ (Thermo Fisher Scientific). A fim de determinar o melhor parametro a ser utilizado
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no diagndstico, teste de diluicdo dos soros e concentra¢des de proteina por cavidade foi

realizado.

Microplacas de 96 cavidades (Nunc MaxiSorp®) foram sensibilizadas com 100 ng de
rN em um volume de 100 uL por poco e incubadas overnight a 4 °C. As placas foram lavadas
com PBS-T por trés vezes, bloqueadas com solucdo de leite em pd 5% em PBS-T e deixadas
em estufa a 37 °C por 1 hora. Apds realizadas as lavagens com PBS-T, os soros diluidos 1:200
em PBS-T foram adicionados em duplicata nos pocgos, e as placas incubadas novamente a 37
°C por 1 hora. O anticorpo secundario anti-IlgY conjugado com peroxidase foi diluido
1:10.000 em PBS-T e adicionado em todos os pogos das placas apds as trés lavagens, seguido
de incubagdo a 37 °C por 1 hora e meia. No ultimo passo foram realizadas cinco lavagens e a
reacdo foi revelada por adicdo de OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride). A reacao foi
interrompida com a solugdo de H,SO; 2N e analisada em espectrofotbmetro com

comprimento de onda de 492 nm.

2.7 Repetibilidade e especificidade do ELISA-rN

Para avaliar a repetibilidade do ELISA-rN, trés lotes de proteina N recombinante
foram produzidos e purificados em tempos diferentes, sendo entdo utilizados como
antigeno para sensibilizar a placa de ELISA. Para cada antigeno foi utilizado um total de 9
soros, sendo entdo calculada a média e o desvio padrdo para avaliacdo do resultado. Ja para
avaliacdo da especificidade do teste, soros negativos para VBIG e positivos para Newcastle

foram utilizados no ELISA-rN.
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3. Resultados

3.1 Construcdao do vetor de expressdo e transformacdo de E. coli. O fragmento
esperado de 1.240 pb (Fig. 1A) foi amplificado na reacdo de PCR utilizando os primers
desenhados para obtencdo do gene correspondente a regido codificadora da proteina N. O
vetor pAE/n (Fig. 1B) foi utilizado para transformar E. coli TOP10F (Invitrogen), sendo as
coldnias confirmadas como recombinantes através da analise de restrigdo com as enzimas
utilizadas na clonagem. Entdo, a cepa BL21 Star de E. coli (Invitrogen) foi transformada com

pAE/n, apds submetida ao processo de inducgdo da expressdo da proteina recombinante.
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FIG 1 AMPLIFICAGAO E CLONAGEM DO GENE DA PROTEINA N DO VBIG. A) ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% PARA
VISUALIZAR A AMPLIFICAGAO DO FRAGMENTO CORRESPONDENTE AO GENE DA PROTEINA N. 1- MARCADOR 100 PB, 2 E 3-
AMOSTRA M41. B) MAPA ESQUEMATICO DO VETOR PAE/N OBTIDO NO SOFTWARE VECTOR NTI 11.

A proteina N recombinante foi obtida de forma soluvel, sendo dispensada a etapa de
refolding e, apds purificada, obtendo-se um rendimento final de aproximadamente 10 mg/L
de cultivo. O resultado da analise por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) demonstrou a presenca de duas bandas uma cuja massa molecular correspondeu a
aproximadamente 45 kDa e outra de 55 KDa (Fig. 2A). O mesmo ocorreu quando foi utilizado
na reacao de Western blotting frente a anticorpo monoclonal Anti-6HIS, revelando uma

banda referente a proteina de interesse (Fig. 2B).
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FIG 2 (A) AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA RN. A PROTEINA RN PRODUZIDA EM E. COLI FOI
ANALISADA POR SDS-PAGE 12% CORADO COM COMASSIE BRILLIANT BLUE R-250. 1- CEPA E. COLI BL21
STAR, 2- CULTIVO DE RN NAO INDUZIDO, 3- CULTIVO DE RN INDUZIDO, 4- MARCADOR DE MASSA
MOLECULAR (THERMO SCIENTIFIC), 5- N PURIFICADA. (B) CARACTERIZAGAO DA PROTEINA RN. A PROTEINA
RN PRODUZIDA EM E. COLI FOI CARACTERIZADA POR WESTERN BLOTTING FRENTE AO ANTICORPO
MONOCLONAL ANTI-6XHIS. 1- RN, 2- MARCADOR PRE-CORADO (THERMO SCIENTIFIC)

3.2 ELISA indireto

Os resultados do ELISA rN foram comparados aos soros caracterizados pelo ELISA
IDEXX. A andlise dos soros foi feita a partir da Caracteristica de Operacdo do Receptor (ROC)
com 95% de confidéncia intervalar (Cl) (Fig. 3). Dos 244 soros positivos, 220 foram positivos
pelo ELISA rN, obtendo-se assim, um resultado de sensibilidade de 90,16%. Dos 145 soros
negativos, 131 soros confirmaram o resultado negativo pelo rN ELISA, resultando em um

valor de especificidade de 90,34%. O valor de area foi de 0,9588 e p < 0,001.
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FIG 3 ANALISE ATRAVES DA CURVA ROC DO ELISA coM A RN COMPARADO AO IDEXX, OBTENDO 90,16% DE SENSIBILIDADE
E 90,34% DE ESPECIFICIDADE.

3.3 Teste de repetibilidade e especificidade

Os resultados do ELISA sensibilizado com os trés lotes diferentes de producdo da rN
demonstrou que as reacles observadas entre os soros testados foram semelhantes,
indicando uma estabilidade do antigeno (Fig. 4). Todos os soros positivos para Newcastle

foram negativos no ELISA produzido nesse estudo, sugerindo especificidade.
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FIG 4 AVALIACAO DE DIFERENTES LOTES DE PRODUGCAO DE RN EM ELISA
INDIRETO UTILIZANDO SOROS POSITIVOS E NEGATIVOS PARA VBIG
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3.4 Confirmacdo dos soros discrepantes por Western Blot
Todos os soros que foram negativos no teste comercial e positivos pelo teste com rN
foram submetidos ao teste de Western Blot utilizando a proteina rN como antigeno. Desses,

todos reagiram com a proteina N, confirmando a positividade encontrada no ELISA (Fig. 5).
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FIG 5 REAGAO DA PROTEINA RN EM WESTERN BLOT FRENTE A SOROS
DE AVES NEGATIVOS PELO ELISA IDEXX. 1-14: SOROS NEGATIVOS
PELO IDEXX E POSITIVOS POR ELISA RN.

3.5 Analise categodrica dos soros

Para os soros que foram utilizados durante o estudo, de acordo com o histdrico
descrito nos laudos emitidos, foi possivel tracar um status sorolégico com relacdo a presenca
de anticorpos oriundos da vacinacdo ou infeccdo natural. Foram divididos soros em trés
categorias diferentes: aves de postura comercial, aves matrizes e frangos de corte. De
acordo com a tabela 1, podemos observar que tanto o ELISA comercial como da proteina rN
detectaram anticorpos nas aves de postura e matrizes, confirmando, dessa forma, que as
aves estdao adquirindo anticorpos oriundos da vacinagdo, tanto com vacinas vivas como
inativadas. Ja para os frangos de corte, de 70 soros cujas aves ndao foram vacinadas, 49
apresentaram anticorpos, o que nos leva a inferir que essa resposta ocorreu frente a uma

infecgao natural.
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TABELA 1. ANALISE DOS SOROS TESTADOS EM ELISA COMERCIAL E ELISA RN CLASSIFICADOS QUANTO A CATEGORIA E A
PRESENCA DE ANTICORPOS PARA VBIG.

Categoria (n) Animais vacinados Animais ndo vacinados
Acs ELISA Acs ELISArN Acs ELISA IDEXX Acs ELISArN
comercial
Postura (n =41) 41 41 0 0
Matriz (n = 27) 4 26 0 0
Frangos de corte 24 (24) 22 (24) 51 (88) 43 (88)
(n=195)
4. Discussao

O desenvolvimento de técnicas de diagndstico mais eficazes vem sendo estudado,
nao s6 para detectar a doenga, mas também para controlar e monitorar a vacinagdo
realizada nas aves (Di Fabio et al., 2000; et al., 2008). Para tal, a nucleoproteina vem sendo a
principal proteina de escolha para realizacdo de teste de deteccdo de anticorpos em animais,
uma vez que tem papel importante na geracao de anticorpos no momento da infec¢do ou
através da vacinagao. Além disso, é altamente conservada, o que a torna interessante para
utilizacdo em teste de diagndstico (Cavanagh, 2007). O mesmo acontece no virus da
sindrome respiratoria e reprodutiva de suinos (PRRS), para o qual um estudo utilizando a
proteina N recombinante na deteccdo de anticorpos por meio de ELISA demonstrou ser
eficaz (Seuberlich et al., 2002). De acordo com Witte et al. (2000), a nucleoproteina do PRRS
demonstrou ser altamente imunogénica e capaz de produzir anticorpos rapidamente apds
infeccdo pelo virus.

Assim como ja reportado por Chen et al. (2003) e Zhang et al. (2005), que também
clonaram o gene da proteina N correspondente a 1.200 pb, obtiveram a proteina rN do VBIG
apresentando duas bandas, uma de 50 KDa e outra de 45 kDa, onde a menor banda parece

ser a forma truncada do antigeno, resultado esse que também foi encontrado no presente
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estudo por andlise em SDS-PAGE e Western blot. Ainda, em um ELISA desenvolvido
utilizando a rN, os resultados obtidos demonstraram que o teste pode ser adotado como
diagndstico para VBIG, substituindo técnicas de custo elevado para o produtor (Schelle et al.,
2005).

Em nosso estudo, pelo rendimento de rN por litro de cultivo de E. coli em caldo LB
(10 mg/L), poderiamos sensibilizar 1.000 placas de ELISA, possibilitando a avaliagdo de
aproximadamente 45.000 soros em duplicata. Vale ressaltar que a rN foi obtida na forma
solivel, o que minimiza custos de producdo e garante a preservacdao de epitopos
conformacionais. Por outro lado, o teste comercial disponivel no mercado utiliza como
antigeno o VBIG inteiro, o que necessita de propaga¢do viral, bem como demais
manipulagbes, necessitando de laboratérios com biosseguranga adequada.

Em estudo realizado por Ghadakchi et al (2005), utilizando como antigeno para ELISA
o VBIG inteiro, obtiveram especificidade de 94% e sensibilidade de 89%, resultados
semelhantes aos obtidos no presente estudo, porém com proteina recombinante, que
dispensa o processo de propagacdo e obtencdo do virus, tornando o teste mais simples de
ser elaborado.

O ELISA elaborado por Lugovskaya et al. (2006), contendo dois fragmentos da
proteina N recombinante em E. coli, apresentou uma especificidade de 87,36% e
sensibilidade de 93,81%, ndo sendo essas inferiores ao teste de rotina que utiliza o virus e
apresenta 88,97% de especificidade e 92,86% de sensibilidade. Nosso estudo apresentou
resultados de sensibilidade e especificidade semelhantes, 90,16% e 90,34%
respectivamente, ressaltando a eficacia na utilizacdo da nucleoproteina de VBIG para a
deteccdo de anticorpos nos soros das aves. Porém, resultados inferiores de sensibilidade

podem ser devido ao antigeno utilizado, uma vez que o ELISA comercial utiliza o virus inteiro
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para sensibilizar a placa, possibilitando a detec¢do de anticorpos contra outros antigenos do
VBIG, com destaque para a proteina S (Pradhan et al., 2014).

Ainda, nossos resultados sdo mais promissores do que os encontrados por Pradhan et
al. (2014), cujo antigeno utilizado também foi a rN, porém ela foi obtida na forma insoluvel,
ao contrario do nosso antigeno que foi obtido na fracdo soluvel do cultivo, o que facilita a
sua recuperacdo e dispensa etapas de refolding da proteina. Ainda, nossa proteina
demonstrou ter reprodutibilidade de resultados mesmo quando obtida em diferentes
tempos de producdo e purificagdo, resultado esse que nao é visualizado em estudos com
antigenos recombinantes.

Cabe ressaltar que, no presente estudo, ao compararmos nosso ELISA rN com o ELISA
comercial, foi possivel verificar que alguns soros negativos pelo teste comercial foram
confirmados como positivos, no ELISA rN e Western Blot, resultado esse que é preocupante,
uma vez que em um lote de aves nao é desejado um resultado falso negativo.

Além da utilizacdo da nucleoproteina em diagndstico, ELISA utilizando a proteina S ja
foi descrito por Ding et al. (2015), o qual também foi comparado com um Kit comercial,
revelando sensibilidade e especificidade de 92,38% e 89,83%, respectivamente. Porém, a
proteina N, antigeno de escolha para nosso estudo, apresenta vantagens para utilizacdo em
técnicas de diagndstico, pois durante a infeccdo viral a producdo da proteina N é mais
abundante do que a proteina S, com uma razdo molar de 6:1 (N:S) (Zhou and Collisson,
2000), além de apresentar importante papel na replicacdo e montagem do virus (Cavanagh,
1983).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que muitas aves nao
vacinadas apresentam anticorpos contra VBIG, o que nos leva a acreditar que os métodos de

prevengao e controle nao estao sendo efetivamente aplicados e que o virus tem circulado
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nos aviarios. Esses dados causam preocupacdo, uma vez que esses frangos de corte podem
ser grandes disseminadores do virus e, por ficarem alojados por pouco tempo, acabam nao
apresentando a sintomatologia oriunda da infeccao.

Sabe-se que das aves que possuem os anticorpos maternos, aproximadamente 97%
podem estar protegidas contra infeccdo por VBIG no primeiro dia de vida. No entanto, essa
protecdo pode ter um declinio de aproximadamente 30% até os 7 dias, demonstrando a
limitada duracao dessa protecao (Mondal and Naqi, 2001). Para isso, o ideal seria que todas
as aves reprodutoras fossem monitoradas quanto ao nivel de anticorpos, através de ELISA, e
o mesmo fosse realizado com a prole oriunda dessas aves, a fim de obter monitoramento e
estratégia de vacinacdo mais eficazes, que possibilitasse a correta vacinacdo das aves

quando os niveis de anticorpos estivessem em declinio.

5. Conclusodes

A proteina N recombinante produzida em E. coli foi obtida como esperado,
confirmando sua expressdo e posterior purificacdo. A utilizacdo da proteina rN como
antigeno no ELISA foi capaz de detectar anticorpos anti-VBIG obtendo-se um teste com
valores elevados de sensibilidade e especificidade (em torno de 90%).

Esses resultados demonstram que um teste utilizando apenas uma porg¢do do virus da
bronquite infecciosa pode ser capaz de detectar anticorpos em soros de aves, sendo uma
alternativa que visa a diminuicdo do custo do diagndstico e monitoramento vacinal,
permitindo, assim, a garantia de um maior acesso deste teste aos avidrios e a consequente

reducdo das perdas econémicas decorrentes da infec¢ao pelo VBIG.
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RESUMO

A bronquite infecciosa das galinhas (BIG) é uma doenca altamente contagiosa que
acomete galinhas, € causada pelo virus da bronquite infecciosa (VBIG) e ocasiona grandes
prejuizos na avicultura. A nucleoproteina (N) esta associada ao genoma viral para formar o
nucleocapsideo e € alvo de estudos visando o diagndstico uma vez que apresenta a sequéncia
bem conservada entre diferentes sorotipos do virus. O presente estudo foi realizado com o
objetivo de desenvolver anticorpos monoclonais contra a proteina N (nucleocapsideo). O gene
da nucleoproteina foi amplificado a partir da cepa vacinal Massachusetts e clonado em vetor
PAE para posterior expressdo em Escherichia coli. A proteina recombinante (rN) foi expressa
na cepa BL21 Star, obtida na forma sollvel, sendo entdo utilizada para as imunizacfes dos
camundongos. Camundongos BALB/c receberam 8 inoculac@es com a proteina rN e, a partir
da fusdo de células SP2/O e os esplendcitos dos animais imunizados, obtivemos cinco
hibridomas secretores de MAbs anti-rN. Dois MAbs nomeados de B7 e E2, os quais
demonstraram reacfes mais fortes por ELISA, foram melhor caracterizados. Através da
isotipagem, pode-se determinar que ambos pertencem ao isotipo IgM. A titulagdo dos MADs
B7 e D3 por ELISA utilizando a proteina rN como antigeno, demonstrou um titulo de
1:51.200 e 1:25.600, respectivamente. Além disso, 0s MAbs B7 e E2 foram positivos em
ELISA indireto e Western blot contra o virus vacinal de BIG e a proteina recombinante.
Quando testados contra os virus de Gumboro e Newcastle, ndo foi verificada nenhuma reacéo
por Western blot, demonstrando serem especificos. Desta forma, os MAbs anti-rN de VBIG
obtidos neste estudo podem ser futuramente utilizados em teste de diagnostico para a

bronquite infecciosa das galinhas.

Palavras-chave: VBIG, BIG, nucleoproteina, anticorpos monoclonais.
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1. Introducéo

A bronquite infecciosa das galinhas (BIG) é uma doenca altamente contagiosa que
ocasiona grandes perdas na avicultura (Cavanagh, 2007). O virus acomete as aves de todas as
idades e pode replicar-se em diversos tecidos, ocasionados sintomas respiratorios, digestivos,
queda na producéo e qualidade dos ovos (Pena et al., 2005).

A prevencdo da BIG é de grande importancia econdmica para a inddstria aviaria
devido a alta morbidade e a queda na producdo associadas a doenca. Para tal, vacinas sao
amplamente utilizadas no mundo todo, porém surtos da doenca ainda ocorrem com
frequéncia, sugerindo que pode ocorrer baixa protecdo cruzada entre os sorotipos do virus da
bronquite infecciosa das galinhas (VBIG) (Bande et al., 2015).

O virus da bronquite infecciosa (VBI) é o agente etioldgico da BIG, o qual é
pertencente a familia Coronaviridae, género Coronavirus, que possui genoma RNA de fita
simples, ndo segmentado, com sentido positivo e 27,6 Kilobases (Kb) de comprimento
(Cavanagh et al., 1997). O genoma desse virus codifica para quatro proteinas estruturais,
proteina do nucleocapsideo (N), proteina de superficie (S), proteina do envelope (E) e
proteina da membrana (M). A nucleoproteina (N) esta associada ao genoma viral para formar
o0 nucleocapsideo, uma proteina de 409 aminoacidos com uma massa molecular de cerca de 50
KDa (Boursnell et al., 1985; Macnaughton et al., 1977). Geralmente, tal proteina apresenta
alta identidade entre as diferentes cepas de 1BV (91+96.5%), sendo uma proteina bastante
imunogénica e abundantemente expressa durante o processo de infec¢do viral (Williams et al.,
1992). Em vista disso, a proteina N do IBV reline um ndmero significativo de atributos para
ser utilizada como antigeno de eleicdo em métodos de diagndstico soroldgicos para deteccéo
de anticorpos desta enfermidade e, tem sido vem sendo estudada, demonstrando ser um alvo
importante no diagndstico da doencga (Ndifuna et al., 1998; Williams et al., 1992).

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais (MAbs) contra 0 VBIG é de grande
importancia para incrementar o diagnostico clinico. Ensaios sorologicos, como ELISA de
captura, podem ser utilizados para deteccdo do antigeno em amostras clinicas, tornando o
diagnostico mais rapido e especifico. Além disso, os MAbs tém sido utilizados para
identificar epitopos lineares ou para mimetizar os epitopos do agente da infeccdo. Por
exemplo, em estudo realizado por Han et al. (2013) utilizaram dois MAbs contra a proteina do
nucleocapsideo do VBIG produzidos pela técnica de phage display, que foram capazes de
identificar cepas heterélogas de VBIG.
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Devido a importancia da utilizacdo de MAbs para a bronquite infecciosa das galinhas,
nosso estudo desenvolveu anticorpos monoclonais contra a nucleoproteina do virus,
produzida de forma recombinante em sistema procarioto. Os MAbs produzidos em nosso
estudo podem ser de grande utilidade no diagnostico da doenca utilizando técnicas

imunoldgicas.

2. Materiais e Métodos

2.1. Clonagem da Nucleoproteina e Preparacéo do antigeno:

O RNA viral estirpe M41 do IBV (Massachusetts) foi extraido da suspensdo de LCA
(Liquido Cério-alantoide) infectado, obtendo-se o cDNA por transcricdo reversa (RT) e, em
sequida, foi amplificada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) o gene da proteina N.
Com base na sequéncia do gene da proteina N da estirpe M41 do IBV (GenBank n° de acesso
- M28566) foram desenhados os primers forward e reverse para a completa amplificacdo do
gene que codifica para a proteina desejada. Sitios de clivagem para Xhol e Kpnl foram
introduzidos no primer foward (5’- CCGCTCGAGATGGCAAGCGGTAAGGCAA —3") e
reverse (5 — GGGGTACCTCAAAGTTCATTCTCTCCTA — 3°), respectivamente.

O produto amplificado na PCR foi purificado através do GFX PCR DNA e Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare, USA), de acordo com as especificacfes do fabricante. O
produto da PCR e o vetor de expressdao em E. coli, pAE, foram digeridos com enzimas de
restricdo Xhol e Kpnl (Invitrogen), e entdo ligados com T4 DNA — ligase (Thermo Scientific).
O produto da ligacdo foi utilizado para transformar, por choque térmico, a cepa TOP10F de E.
coli. Os transformantes foram selecionados em placas com meio Luria Bertani (1% de
triptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl e 2% de Agar) contendo 100 pg/mL de
ampicilina (Sigma Aldrich).

O plasmideo recombinante foi inserido em E. coli BL21 Star e cultivado em meio
Luria Bertani (LB) contendo 100 ug/mL ampicilina. A cultura, depois da adi¢do do agente de
inducdo, foi incubada por mais 3 horas a 37 °C sob agitagéo de 200 rpm.

O pellet celular obtido da expressédo foi ressuspendido em tampédo de lavagem Akta
Wash (0,234% de NaH,POy, 2,92% de NaCl e 0,068% de Imidazole) adicionado de lisozima
(Sigma Aldrich), submetido a sonicacdo por sete ciclos de 20 segundos a 60 Hz e entdo

centrifugado novamente.
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2.2. Producdo de Monoclonal para Nucleoproteina recombinante de VBI

Para producdo dos MADbs, camundongos da linhagem BALB/c, fémeas, com seis
semanas de idade foram inoculadas intraperitonealmente (i.p) com 100 pg de proteina
recombinante (rN) homogeneizado (1:1) com adjuvante completo de Freund (ACF, Sigma
Aldrich). Apos duas semanas, foi realizada uma segunda inoculagédo, porém a rN foi acrescida
de adjuvante incompleto de Freund (AIF, Sigma Aldrich) e seguiu-se a administracdo via i.p
semanalmente, por mais 8 semanas. Trés dias antes da Ultima inoculagdo, 0 camundongo que
demonstrou um maior titulo de anticorpos em ELISA indireto realizado com a proteina rN,
recebeu um “booster” de imuniza¢des com a proteina recombinante via i.p. e intravenosa. No
dia da fusdo, o animal inoculado foi eutanasiado e teve o baco removido em ambiente estéril.
O baco foi macerado em meio de cultivo incompleto (Ml), centrifugado a 1000 x g por 8 min
e as células suspendidas em MI, sendo novamente centrifugadas. Ao final de trés
centrifugacBes para a remocdo dos debris, as células foram suspendidas em 10 mL de MI.
Apbs as lavagens, os esplendcitos foram fusionados com células de mieloma Sp2/0-Agl4 na
presenca de 50% (w/v) de polietilenoglicol (PEG) 1450 (Sigma), adicionado durante 1 minuto
e, em seguida, um volume de 9 mL de MI foi acrescentado durante 5 minutos. As células
foram centrifugadas a 1000 x g por 10 min, ressuspendidas em 50 mL de meio DMEM
contendo hipoxantina (1x10°M), aminopterina (4x10°M) e timidina (1,6x10°M) (HAT;
Sigma) e 20% de soro fetal bovino, sendo entdo distribuidas em 5 placas de cultivo celular

(0,1 mL/cavidade). As placas foram incubadas a 37 °C em estufa contendo 5% de CO,.
2.3. Caracterizacdo dos anticorpos monoclonais

Os MADs que reagiram positivamente com o antigeno da proteina N recombinante no
ELISA indireto foram selecionados. Esses clones de hibridomas reagentes no ELISA foram
inoculados nos camundongos previamente sensibilizados com Pristane (Sigma-Aldrich) para
producdo de fluido ascitico. Os MAbs foram purificados por cromatografia de afinidade
utilizando coluna de proteina A- Sefarose (GE Healthcare), e a classe de cada MADb foi
determinada por ELISA utilizando o Kit de Isotipagem (Sigma). Apoés purificagdo, 0s MADbs
foram titulados através de ELISA indireto com a proteina rN e quantificados por Qubit™
(Thermo Fisher Scientific).
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Para confirmar a caracterizagdo e especificidade dos MADs, foi realizada a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e posterior analise por Western blotting transferindo
para uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL) a proteina rN, a amostra do virus VBIG
e uma amostra do virus da Bouba aviaria. As membranas foram blogueadas com 5% de leite
em p6 em PBS-T por 1 h. Apos trés lavagens com tampdo PBS-T, as membranas foram
incubadas com dois diferentes MAbs anti-rN (B7 e E2) por 1 h. Posterior as lavagens, as
membranas foram incubadas com anticorpo de cabra anti-mouse IgG total conjugado com
peroxidase diluido 1:4000 (Sigma) por 1 h, seguido por desenvolvimento de reacdo de cor por
DAB (3,3 diaminobenzidine, Sigma).

Além desses testes, também foi realizado um ELISA utilizando diferentes antigenos
aviarios, bem como o VBIG, a fim de verificar a ocorréncia de alguma reacéo inespecifica dos
MADs. Para isso, microplaca de 96 cavidades (Nunc MaxiSorp®) foi sensibilizada com uma
dose da vacina contra Gumboro, uma dose da vacina contra Newcastle, uma dose da vacina
contra BIG e 100 ng de rN. Ap6s a sensibilizacdo overnight a 4 °C, a placa foi lavada com
solucdo de PBS-T por 3 vezes e blogueada com solucdo de BSA 0,1% (Albumina bovina
sérica em PBS-T) e incubada por 1 hora a 37 °C. Apo6s, foram adicionados os MAbs na
diluicdo 1:500, sendo a placa incubada por 1 hora a 37 °C. Posteriormente foram realizadas
mais 3 lavagens com PBS-T e o conjugado anti-mouse 1gG total foi adicionado na dilui¢éo de
1:4000, incubando por mais 1 hora a 37 °C. No ultimo passo foram realizadas cinco lavagens
e a reacdo foi revelada por adicdo de OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride). A reacdo
foi interrompida com a solu¢do de H,SO, 2 N e analisada em espectrofotdmetro com

comprimento de onda de 492 nm.

3. Resultados

A expressdao do fragmento correspondente a 1200 pb do gene que codifica para a
proteina N foi amplificado por RT-PCR (dados ndo mostrados). A nucleoproteina
recombinante foi expressa em E. coli cepa BL21 Star, extraida e purificada de forma soluvel,
reagindo frente a soro monoclonal Anti-Histidina (Sigma-Aldrich) no Western Blot (Figura
1).
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FIGURA 1 ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA N A- ELETROFORESE
EM GEL DE POLIACRILAMIDA 12% 1- CEPA E. coLl BL21 STAR, 2-
CULTIVO DE N NAO INDUZIDO, 3- CULTIVO DE N INDUZIDO, 4-
MARCADOR, 5- N PURIFICADA B- WESTERN BLOT FRENTE A ANTI-
6XHIS 1- CONTROLE NEGATIVO, 2- PROTEINA RN, 2- MARCADOR

Apds a ultima imunizacdo com a proteina recombinante, os soros dos camundongos
foram titulados por ELISA indireto, o animal que apresentou titulo mais alto (1:25.600), foi
escolhido para a fusdo. Um total de cinco MAbs (B7, E2, D3, F5, F4), imortalizados
produtores de anticorpos contra a proteina rN foram adquiridos. Na anéalise de isotipagem foi
demonstrado que todos os MAbs sdo do subtipo IgM. Entretanto, somente 3 hibridomas, B7,
D3 e E2, que foram obtidos de clonagens diferentes e continuaram reagindo positivamente no
ELISA indireto contra rN, foram utilizados em caracterizacGes posteriores. Os hibridomas
selecionados foram expandidos em tumores asciticos em camundongos para a obtencdo de
maior quantidade de MAbs. Em seguida, os MAbs foram purificados através de cromatografia
de afinidade em colunas de proteina A. Na andlise de SDS-PAGE foram utilizados 3 MAbs e
para o Western Blot utilizamos 2 MADbs para verificar reacdo dos mesmos frente ao VBIG, rN
e virus da Bouba, os quais demonstraram um padréo de bandas caracteristico de anticorpo da
classe IgM (Figura 2), pois apresentaram duas bandas do mesmo padrdo do isotipo IgM, o
qual foi utilizado como controle no gel. Ainda, ambos reagiram com uma amostra de 1BV
classica e a proteina recombinante, sem ocorrer reagdo com uma amostra do virus de Bouba

(Figura 3), confirmando a especificidade dos MADs.
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FIGURA 2 ANALISE DOS MABS POR ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA 12% 1- ANTICORPO IGM (CONTROLE), 2- MAB
BIG-RN D3, 3- MAB BIG-RN B7, 4- MAB BIG-RN E2

A &

FIGURA 3 WESTERN BLOT UTILIZANDO 0S MABS B7 E E2, E SORO POLICLONAL RN
PRODUZIDO EM CAMUNDONGO. A - MAB B7 1- VIiRUS BOUBA, 2- VIRUS BIG, 3- RN, 4-
MARCADOR. B- MAB E2 1- MARCADOR, 2- RN, 3- VIiRUS BIG, 4- ViRUS BOUBA. C-
PoLICLONAL 1- RN, 2- ViRUS BIG, 3- VIRUS BOUBA

Para determinar a curva de titulacdo, dois MAbs foram utilizados (B7 e D3), sendo
realizado um ELISA indireto utilizando como antigeno a proteina rN. As preparacfes de
MADbs foram ajustadas para a concentragdo de 0,7 mg.mL™, diluidas em base 2 e testadas em
duplicata. A Fig. 4 demonstra as curvas de titulacdo da reacdo de cada um dos MADbs e pode-

se considerar que o MADb B7 foi 0 que obteve melhores resultados.
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FIGURA 4 CURVA DE TITULACAO DOS MABS B7 E D3 FRENTE A PROTEINA RN.
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Com relagdo ao teste de especificidade, foram testados os MAbs B7, E2 e D3,

demonstrando em todos uma maior reacdo frente a rN e VBIG, ao contrério dos virus de

Newcastle e Gumboro que obtiveram baixa reacéo (Fig. 5).
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FIGURA 5 ELISA PARA AVALIAR A ESPECIFICIDADE DOS MABS ANTI-RN FRENTE A

DIFERENTES ANTIGENOS VACINAIS DE VIRUS AVIARIOS

4. Discussao

A nucleoproteina do virus da bronquite infecciosa € importante na geracdo de

anticorpos no momento da infeccdo ou através da vacinacgdo, € a mais abundante durante a

infeccdo viral por VBIG, sendo a principal proteina de escolha para realizacdo de teste de
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deteccdo de anticorpos em animais (Breard et al., 2013). O mesmo acontece no virus da
sindrome respiratoria e reprodutiva de suinos (PRRS), para o qual um estudo utilizando a
proteina N recombinante na detec¢do de anticorpos por meio de ELISA demonstrou ser eficaz
(Seuberlich et al., 2002). De acordo com Witte et al. (2000), a nucleoproteina do PRRS
demonstrou ser altamente imunogénica e capaz de produzir anticorpos rapidamente apos
infecgdo pelo virus.

O VBIG, por ser um virus RNA, apresenta eventos de mutacao, porém, a proteina N é
bastante conservada ente as diversas cepas do virus e se mantém mesmo apds esses eventos
(Williams et al., 1992). Além disso, é conhecida por ser altamente imunogénica, sendo capaz
de induzir a producgdo de anticorpos e linfécitos T efetores especificos, sobretudo com acéo
citotoxica (Seo and Collisson, 1997). Em virtude disso, a proteina N do VBIG vem sendo
estudada como um alvo importante no diagnéstico, uma vez que reine um numero
significativo de atributos para se constituir no antigeno de elei¢do para o desenvolvimento de
ensaios soroldgicos a serem empregados na deteccdo/mensuracdo de anticorpos para essa
enfermidade (Ndifuna et al., 1998). Sendo assim, a aplicacdo de anticorpos monoclonais
contra essa proteina do virus pode ser uma ferramenta de grande valor para a deteccdo direta
do VBI em amostras teciduais suspeitas de infeccdo, por meio de técnicas de
imunofluorescéncia, imunoperoxidase ou de ELISA (Ndifuna et al., 1998; Wit, 2000).

Com relacgéo aos resultados obtidos na isotipagem dos MADbs produzidos, era esperado
que fossem do tipo 1gG, uma vez que foram realizadas 8 inoculacdes, resultados esses que ja
foram descritos em outros estudos, nos quais 0s animais recebiam de 3 a 4 imunizacGes
(Ignjatovic and McWaters, 1991; Nagqi et al., 1993; Cardozo et al., 2001; Souza et al., 2001,
Chen et al., 2011). Porém, o protocolo seguido foi o0 mesmo para o0 MADb controle de isotipo
IgM, o qual foi utilizado como controle no SDS-PAGE, e também consistiu de um periodo
longo de imunizagdes, a fim de obter uma maior afinidade dos anticorpos. Sabe-se que
anticorpos do tipo IgM sé@o importantes para utilizacdo em ensaios de precipitacéo, testes que
sdo bastante utilizados para deteccdo de antigeno VBIG, como por exemplo teste de
precipitacdo em Agar gel (AGP), no qual podem ser utilizados MAbs do isotipo IgM (Fabio
and Rossini, 2007).

Em estudo realizado por Souza et al. (2001) foram produzidos MADbs contra as
proteinas N e S2 do VBIG, ambas da amostra M41. O anticorpo desenvolvido contra a S2
mostrou-se como uma boa ferramenta de diagnéstico do VBIG, podendo ser aplicado em
ensaios de rotina laboratorial independentemente do sorotipo, principalmente no diagnostico

diferencial para doencas que se confundem com a BIG. Enquanto o anticorpo contra a
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proteina N demonstrou reconhecer uma regido menos conservada entre as estirpes de VBIG,
podendo ser utilizado em estudos comparativos entre isolados do virus.

Nos anos de 1990, iniciou-se os estudos que revelaram a grande diversidade de VBIG
que causavam a doenca na China e, em estudo realizado por (Wu et al., 1998), através da
utilizacdo de anticorpos monoclonais, foi possivel identificar as variantes patogénicas do
virus. Nos EUA ndo foi diferente, um estudo retrospectivo realizado por Jia et al. (2002)
utilizando anticorpos monoclonais e analises moleculares da subunidade S1 do VBIG,
identificaram virus diferentes da cepa vacinal que haviam sido isolados desde a década de 40.
Estudos como esses ja citados comprovam a importancia da utilizacdo dos MAbs para a
identificacdo antigénica dos virus.

Nos ultimos anos, um grande numero de MADbs tém sido desenvolvidos para o
diagnostico de enfermidades causadas por Coronavirus. Em estudo realizado por Zou et al.
(2015), foram produzidos monoclonais contra a glicoproteina S1 do VBIG, os quais
demonstraram reagdo cruzada com 10 cepas diferentes do virus e ndo reagiram com outros
virus, tais como Newcastle e Influenza. Ainda, os MAbs produzidos nesse estudo
demonstraram ser do isotipo IgM, mesmo resultado encontrado no nosso estudo. O mesmo
ocorreu com os MADbs produzidos no presente estudo, uma vez que ndo apresentaram reagao
cruzada com virus de Bouba e Newcastle, podendo ser utilizados em testes de diagndstico,
como por exemplo do tipo ELISA.

Estudo semelhante foi realizado com a proteina N de SARS (Sindrome respiratoria
suina), cujo agente também trata-se de um Coronavirus. Nesse estudo realizado por He et al.
(2005), a proteina recombinante foi utilizada para produzir os MAbs e ap6s a obtencdo dos
melhores anticorpos, foi realizado o teste de ELISA de captura, demonstrando que ndo houve
resultados falso positivos ao testar 60 amostras de soro e também ndo houve reacdo cruzada
com o VBIG. Um ELISA de bloqueio foi desenvolvido por Chen et al. (2011) utilizando
MADb frente ao VBIG, o qual demonstrou sensibilidade de 98% e especificidade de 97,2% ao
analisar 390 amostras. O teste detectou todos os sorotipos de VBI de Taiwan, mas nédo trés
isolados de outros sorotipos, nem soros contra a gripe aviaria e outros patdgenos. Este
anticorpo tem potencial para ser utilizado em um método rapido e confiavel para diagnéstico
de infecgdes do VVBI de isolados de campo em Taiwan.

Através da técnica de phage display, no estudo de Gibertoni (2010) foi construida uma
biblioteca de fragmentos de anticorpos scFv recombinantes com reatividade para cepas
heter6logas a vacinal H120 do VBIG, sendo que os fragmentos de anticorpos monoclonais



72

recombinantes obtidos neste estudo, demonstraram a capacidade de reagir com a
nucleoproteina de trés diferentes estirpes do VBI.

Os resultados obtidos no Western Blot e titulacdo dos MAbs produzidos no presente
estudo aparentemente demonstram que o MAb B7 possa ser mais especifico, umas vez que
apresentou reacdo mais intensa frente a rN e VBIG, bem como uma titulagdo maior do que o
D3. Comparando os estudos ja realizados, tanto com a proteina N quanto com as demais
proteinas do VBIG, buscando um monoclonal de qualidade, acredita-se no potencial dos
nossos MADbs para uso como ferramenta em testes de imunodiagnéstico para o VBIG.

Em concluséo, os anticorpos monoclonais produzidos neste estudo foram especificos
para a proteina N recombinante de VBIG e, futuramente, esses poderdo ser utilizados em teste

de diagnostico, facilitando a deteccdo da enfermidade nas aves.
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6 Consideracdes Finais

- Foi possivel obter a proteina N do VBIG a partir da expressao heterdloga em
Escherichia coli.

- A proteina recombinante foi produzida de forma soltvel, o que facilita o seu
processo de producéo.

- O ELISA indireto foi padronizado com 100 ng de antigeno (rN) por cavidade,
os soros das aves foram diluidos 1:200 e o anticorpo anti-IgY conjugado foi utilizado
na diluicido de 1:10.000.

- Através da comparacao do ELISA rN com um ELISA comercial, foi possivel
obter uma sensibilidade de 90,16% e especificidade de 90,34%, valores esses que
séo aceitaveis para a técnica de diagnostico.

- Ap6s a comparacdo dos testes de ELISA, os soros que obtiveram resultados
discrepantes entre os testes foram submetidos a técnica de Western Blotting frente a
proteina rN, resultando em reac¢des positivas para aqueles soros que eram ditos
CcOmo negativos no teste comercial.

- Além dos dados de ELISA, foi possivel analisar os soros quanto a categoria
e vacinacao, demonstrando que muitos frangos de corte ndo sdo vacinados para
BIG e apresentam anticorpos contra VBIG. Por outro lado, as aves de postura e
matrizes apresentam anticorpos oriundos da vacinacgao.

- Anticorpos monoclonais foram produzidos frente a proteina N recombinante
de VBIG e se mostraram eficientes em reagir tanto com a rN quanto com o VBIG,
sem apresentar reagcdo cruzada com outros virus aviarios (Bouba, Newcastle e
Gumboro).

- Os imunobiolégicos produzidos durante esse trabalho podem ser poderosas

ferramentas para o diagnostico e monitoramento da BIG.
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