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RESUMO

Com o objetivo de identificar e caracterizar o agente etioldgico de um quadro clinico
sugestivo de doenga infecciosa da bolsa cloacal (DIB), que afetou um plantel de frangos de
corte com 34 dias de idade, em Buriti Alegre (estado de Goias, centro-oeste do Brasil), no
ano de 2001, procedeu-se uma combinagdo de métodos viroldgicos classicos e modernos.
Analises histopatologicas de bolsas cloacais revelaram necrose, deplecido de foliculos
linfoides, infiltragdo de heterofilos, edema e formagdo de cavidades cisticas, lesdes
compativeis com as observadas na DIB. A inoculagdo de uma suspensdo de macerado de
amostras de bolsas cloacais em ovos embrionados de galinhas SPF (specific-pathogen-free)
resultou em mortalidade embrionaria e lesGes macroscopicas compativeis com aquelas
provocadas pelo VDIB. Amostras de bolsas cloacais foram submetidas & técnica de
transcrigdo reversa-reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), utilizando-se “primers”
especificos para o VDIB. Essa reagao amplificou um fragmento do tamanho esperado, que
foi digerido por enzimas de restrigéo, revelando um padréo de “polimorfismo do tamanho do
fragmento de restrigao” (RFLP) que néo se enquadrou em nenhum dos 17 padroes de RFLP
descritos anteriormente. Esses resultados indicaram que o agente etioldgico isolado foi o
VDIB e que os métodos moleculares utilizados foram essenciais na obten¢éo do conclusivo
diagnéstico laboratorial da doenga. Neste estudo, a presenga de lesées macroscopicas e
microscopicas em bolsas cloacais sugerem que a doenga que ocorreu no plantel de frangos

de corte foi causada pelo VDIB. A observagdo de um padrdo de RFLP diferente daqueles

observados por outros pesquisadores indicou se tratar de um novo isolado.

Palavras-chave: Doenga infecciosa da bolsa cloacal, doenga de Gumboro, virus da doenca

infecciosa da bolsa cloacal, galinhas, RT-PCR/RFLP.
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SUMMARY

In order to identify and characterize the causative agent of a suggestive clinical case
of infectious bursal disease (IBD) that affected a 34-day-old commercial broiler

chickens flock in Buriti Alegre (Goias State, Midwestern Brazil), in the year 2001 we
carried out a combination of classic and modern virological methods.
Histopathological analysis of the bursa revealed necrosis, presence of depleted
follicles, and some infiltration of heterophils, edema and formation of cystic cavities
that are the compatible lesions observed in IBD. Inoculation of embryonated eggs of
specific-pathogen-free (SPF) chickens with macerated bursa suspension resulted in
embryo mortality and gross lesions compatible with that caused by IBDV. Samples of
bursa were submitted to a nested reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR) procedure with IBDV specific primers. This reaction amplified a fragment
with expected size, which was digested with restriction enzymes and revealed a
restriction fragment length polymorphism (RFLP) pattern that did not match any of
the 17 RFLP patterns described previously (lkuta et al., 2001). All these results
indicated that the isolated etiological agent was the IBDV and the molecular method
was essential to obtain a conclusive laboratorial diagnostic of the disease. In this
study, the presence of gross and microscopical lesions in bursa is an indication that

the disease that occurred in the commercial broiler chicken flock was caused by the

IBDV. The detection of a new RFLP pattern indicated that this agent is a new isolate.

Key words: Infectious bursal disease, Gumboro disease, Infectious bursal disease

virus, chickens, RT-PCR/RFLP.
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1. INTRODUCAO

O virus da doenca infecciosa da bolsa cloacal (VDIB) € o agente
causador da doenga de Gumboro (DG), uma infecgéio aguda e altamente
Contagiosa que afeta principalimente aves jovens (COSTROVE, 1982). Este
virus infecta e destrdi células B em divisao, que expressam IgM em sua
Superficie (HIRAI et al., 1981, NAKAI; HIRAI, 1981; SHARMA et al,, 2000) e,
O seu principal sitio de replicagdo é a bolsa cloacal, onde picos de
Multiplicagdo podem ser detectados entre 3 e 5 dias apés a infeccéo em aves
Susceptiveis (KAUFER; WEISS, 1980; TANIMURA; SHARMA, 1998).

A doenga infecciosa da bolsa cloacal (DIB) apresenta grande

importancia econémica para a avicultura industrial pelo reflexo de duas

situagbes em aves susceptiveis: (i) doenca clinica ou DIB classica,
caracterizada por inflamagao e necrose da bolsa cloacal, cuja severidade
esta diretamente relacionada ao numero de células suscetiveis presentes
nesse orgdo. Ocorre quando © virus infecta aves entre trés e seis semanas
de idade, periodo em que a bolsa cloacal atinge seu desenvolvimento
maximo. A morbidade € em torno de 10% e a mortalidade varia de 1 a 10%
para o virus classico (LASHER; DAVIS, 1997), enquanto que para cepas

variantes e altamente virulentas, a mortalidade pode chegar a 30% em

frangos de corte (LASHER; SHANE, 1994); e (i) doenca sub-clinica, que se

£ N LSLE A KR = S T N BN e Sl e o2 AL i M R ST N e S .
LR .



apresenta como um quadro de imunodepressé&o, podendo ser temporaria ou
permanente com aumento da suscetibilidade para infecgdes bacterianas,
virais e por protozoarios (LASHER; SHANE, 1994) e respostas vacinais
diminuidas (SIMON; ISHIZUKA, 2000; SILVA, 2001). Esta forma ocorre em
aves com menos de trés semanas de idade e a severidade depende da
precocidade da infecgéo e das cepas envolvidas. Quanto mais precoce for a
infecgdo, mais graves e irreversiveis serdo os danos causados na bolsa
cloacal elevando assim a chance da imunodepresséo se tornar permanente
(BERNARDINO, 2001).

O VDIB tem sido identificado em quase todas as areas importantes em
producao avicola e poucos lotes de frangos de corte estdo livres do virus. A
doenga tem sido considerada como uma das principais causas de perdas
econdmicas devido a mortalidade e aos efeitos negativos no desempenho
dos plantéis avicolas (LASHER; SHANE, 1994, MURPHY et al., 1999 ;

SIMON; ISHIZUKA, 2000).
inicialmente  em 1957 por Cosgrove

A DIB foi observada
(COSGROVE, 1962) em uma fazenda de frangos de corte perto da
comunidade de Gumboro, estado de Delaware, EUA, e foi chamada
inicialmente de nefrose aviaria. Posteriormente, ficou conhecida como

doenga de Gumboro e é atualmente denominada como bursite infecciosa ou

doenca infecciosa da bolsa cloacal (LASHER; DAVIS, 1997).

O VDIB pertence a familia Birnaviridae, género Birnavirus, possui

simetria icosaédrica (Figura 1), néo apresenta envelope e seu didmetro varia
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de 55 a 65nm (BOTTCHER et al., 1997; LASHER; DAVIS, 1997; MURPHY et

al., 1999).
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Figura 1 - Familia Birnaviridae, género Birnavirus. Virus da doenga infecciosa

da bolsa cloacal. Fotomicrografia eletronic

(http://life.anu.edu.au:80/viruses/lctv/Index.htm)

A Figura 2 mostra o genoma viral que consiste de dois segmentos de
RNA linear de dupla fita: o segmento A, de 3,2Kpb, contém dois ‘open
reading frames” (ORFs) parcialmente sobrepostos (Fig. 2). O maior ORF
codifica uma poliproteina que ¢ clivada em frés proteinas maduras: VP2 (48
kDa) e VP3 (33 kDa), proteinas estruturais, e VP4 (29 kDa), uma protease
viral responsavel pela clivagem dessa poliproteina (COSTA et al, 2002).
Além do fato da VP2 conter o maior sitio antigénico responsavel pela indugao
de anticorpos neutralizantes protetores, estudos tém demonstrado que a
viruléncia, o tropismo celular e os marcadores fenotipicos patogénicos do
VDIB localizam-se nesta proteina (BRANDT et al., 2001). A VP3 contém
sitios de neutralizagdo de menor importancia (MURPHY et al, 1999). O

menor ORF codifica a proteina VP5 (11 kDa), de fungédo ainda desconhecida

a.




uma RNA polimerase dependente de RNA (LUKERT; SAIF, 1997; MURPHY

etal., 1999).
RNA gendmico, segmento A RNA genémico, segmento B
ORF 2
l
Rt
A9RF 1 l
l l
VP5 Poliproteina
L ! ! J
p\iPZ VP4 VP3
R
VP2

Figura 2 - Genoma do virus da doenga infecciosa da bolsa cloacal:

organizagéao estrutural (MURPHY et al., 1999).

Existem dois sorotipos do virus que apresentam uma protegao
cruzada minima e podem ser diferenciados por testes sorologicos: o sorotipo
1, patogénico somente para galinhas e que tem sido isolado de patos e perus
sem a doenca; e o sorotipo 2, encontrado principaimente em perus. Este
sorotipo ndo tem mostrado ser patogénico ou imunossupressivo para

qualquer espécie aviaria (LASHER; SHANE, 1994; LUKERT, SAIF, 1997;

MURPHY et al., 1999; ITO et al., 2001).
De acordo com diferengas nos padrées de patogenicidade os virus da
DIB do sorotipo 1 sao subdivididos em cepas cléssicas, variantes

americanas, descritas nos EUA, Venezuela e Argentina a partir de 1985 (ITO

et al., 2001), variantes brasileiras G15 e G16 (grupos moleculares 15 e 16)




(ITO et al., 2001) ) e cepas muito virulentas (WIBDV - very virulent [w]
infectious bursal disease virus (ITO et al., 2001 IKUTA et al., 2001), que
foram detectadas na Europa a partir de 1988 e, no Brasil, a partir de 1997
(BERNARDINO, 2000; ITO et al, 2001). Quando estas variantes nio
coincidem com a estrutura antigénica das cepas usadas em vacinas, ocorrem
falhas de vacinagéo. Cepas virulentas de campo tém sido isoladas de aves
imunizadas em grandes indUstrias de produgao avicola (DORMITORIO et al.,
1997) e podem ser caracterizadas utilizando-se anticorpos monoclonais
(MADb) e técnicas moleculares como a transcrigéo reversa - reacado em cadeia
da polimerase (RT-PCR), seguida por digestdo com enzimas de restricao,
conhecida como polimorfismo do comprimento do fragmento de restricao
(RT-PCR/RFLP) (DORMITORIO et al., 1997, JACKWOOD; SAIF, 1989:;
KIBENGE et al., 1990; JACKWOOD; JACKWOOD, 1994).

Os subtipos ou cepas de cada sorotipo sdo formados através de
Mutagdes que resultam em substituicbes de aminoacidos localizados na

regio central da VP2 (residuos 206 - 350), que constitui a regiao

hipervariavel e onde os epitopos neutralizantes estdo agrupados

(DORMITORIO et al., 1997; SIMON; ISHIZUKA, 2000; ITO et al., 2001).

A principal porta de entrada do virus € a via oral, podendo também
Penetrar pela via conjuntival e respiratoria. Por outro lado, o VDIB &
excretado nas fezes por um periodo de 2 a 14 dias (MURPHY et al., 1999;
SIMON: ISHIZUKA, 2000). A transmisséo do virus entre lotes sucessivos
ocorre principalmente pelo contato com aves infectadas e fomites
contaminados, onde persiste por mais de quatro meses e em ragdes por até

sete semanas (MURPHY et al, 1999). N&o existem evidéncias de




transmissdo vertical e a disseminagdo aerégena do agente viral ndo é
importante. Insetos, passaros silvestres, roedores, veiculos contaminados e o
homem podem transmitir mecanicamente o VDIB (SIMON; ISHIZUKA, 2000:
SILVA, 2001). O virus é resistente a varios agentes quimicos e muito estavel
no meio ambiente o que explica sua persisténcia nos galpdes de aves,
mesmo apds a adogdo de procedimentos de limpeza e desinfecgoes
(LUKERT; SAIF, 1997; MURPHY et al., 1999; SILVA, 2001).

Na ave, o virus infecta células linféides e macrofagos das mucosas do
trato digestdrio, principalmente intestino, onde faz uma replicagcdo primaria
nas placas de Payer. A partir dai, o virus alcanga a veia porta e dentro de
poucas horas atinge a bolsa cloacal onde se dissemina rapidamente, através
dos foliculos linfoides bursais, provocando uma extensa destruicdo na
medula e cortex desta regiéo. Este processo de destruigcéo celular pode ser
acentuado por apoptose de células circunvizinhas infectadas pelo VDIB. A
fase aguda litica do virus esta associada com uma redugdo de células B
circulantes. Linfocitos T sao resistentes a infecgéo pelo VDIB, mas, ha relatos
de infiltragdo de células T no sitio e ao redor da area de replicagéo viral
levando a uma intensificagdo das lesdes causadas pelo virus (SHARMA et
al., 2000).

O periodo de incubagao do VDIB & muito curto e os sinais clinicos séo

observados dentro de dois a quatro dias apds a exposicdo (LASHER,;

SHANE, 1994). Geralmente, na DIB clinica as aves tendem a bicar a regigo

da cloaca e comumente as penas desta regido apresentam-se manchadas

com uratos. Em suas descrigoes iniciais, Cosgrove (1962) observou diarréia,
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anorexia, depressdo, tremores, penas ericadas, severa prostragéo e

finalmente morte.

Quando necrépsiadas as aves apresentam desidratacéo e hemorragia
na musculatura peitoral (LASHER; SHANE, 1994; SHARMA et al., 2000). A
bolsa cloacal pode apresentar um transudato gelatinoso e amarelado
recobrindo a superficie serosa, necrose e hemorragia na superficie mucosa,
alteragdes inflamatérias e edema. Cepas altamente virulentas podem causar
diminuigdo de peso do timo e lesdes severas no bago, tonsilas cecais e

glandula de Harder que podem apresentar diferentes graus de necrose das

células linféides (SILVA, 2001).

A gravidade dos sinais clinicos esté relacionada a cepa viral (LUKERT;
SAIF, 1997) e a fatores estressantes como os climaticos, ambientaijs,
Nutricionais, fisiolégicos e sociais. A imunodepressdo associada a forma

clinica da doenga parece ser minima e transitéria e, na maioria dos casos,

tem uma importancia econémica menor (SILVA, 2001).

A doenca sub-clinica & considerada como sendo a forma mais
importante da doenga em todo o mundo, pois, de maneira geral, o
desempenho do lote apresenta-se reduzido. Lotes imunodeprimidos tendem
a sofrer um aumento na incidéncia de infecgGes secundarias, particularmente
por virus respiratérios, virus da anemia infecciosa das galinhas e Escherichia
coli, além de baixa conversao alimentar, falhas nas respostas as vacinagges,
aumento no uso de antibidticos e um aumento na taxa de condenagio de
carcagcas no abatedouro. Embora os mecanismos da imunodepressao
induzida pelo VDIB néo estejam completamente entendidos, os mesmos tém

sido bem documentados. Criadores de frangos de corte tém sofrido perdas
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econdmicas sucessivas devidas a imunodepressao causada pelo VDIB em
lotes extensivamente vacinados (SHARMA et al., 2000; SILVA, 2001).

A partir de 1966 a prevaléncia da DIB clinica foi reduzida nos EUA apos
a introducdo de vacinas atenuadas. Uma década mais tarde houve uma
diminuigao do impacto econdémico da doenga devido a administragéo de
vacinas inativadas em reprodutoras (aumento da transferéncia de anticorpos
maternais & progénie) e a instituigdo de programas de monitoramento
sorolégico (LASHER; SHANE, 1994). Por outro lado, em 1983, apesar do uso
de vacinas atenuadas convencionais contra os VDIB, documentou-se um

aumento na severidade da doenga clinica em Delmarva, EUA, e

investigacbes subseqlentes detectaram variantes do sorotipo 1 em aves
sentinelas imunizadas contra as cepas de VDIB classicas (LASHER; SHANE,
1994). Quatro anos mais tarde foi detectada uma cepa altamente patogénica
do sorotipo 1 (849 VB) circulando na Holanda e na Beélgica. O aparecimento
destas cepas variantes resultou em mortalidade superior a 30% em frangos
de corte e de até 70% em poedeiras comerciais, e foi responsabilizada pela
condigao clinica designada por “wiBDV" (LASHER; SHANE, 1994). Em
1088, essas cepas variantes sé disseminaram pela Europa e Oriente Médio
(Jordania, Arabia saudita, Egito, etc), e, em 1989, pela Grécia, Portugal,
Israel, india e Africa do Sul.

Na Europa, a cepa denominada DV86 foi identificada como sendo a

responsavel pelos surtos de DIB. Em 1990 e 1993, pesquisadores

descreveram surtos de Gumboro por cepas wiIBDV na China e Russia,

respectivamente (LASHER; SHANE, 1994).




No Brasil, os primeiros casos clinicos ocorreram no final de 1997, em
frangos de corte, no sul de Minas Gerais e na regido de Campinas, SP.
Esses surtos foram causados por uma cepa classica de VDIB, ja conhecida
mundialmente, e de presenca marcante na Europa e Japao, pertencente ao
grupo molecular 11 (G11). Foi referido que esse subtipo seria mais
patogénico e mais virulento que o subtipo molecular G15, que estaria

circulando normalmente pelo pais e sendo relacionado a casos sub-clinicos

(BERNARDINO, 2000).

No ano de 1998 a enfermidade foi detectada em granjas de corte no
Maranhio, Ceard e em Goids, entretanto, na oportunidade os virus nao
foram genotipados. A partir de 1999, lotes de postura comercial de algumas
regides de Séo Paulo foram afetados e a doenca se disseminou para varios

estados do Nordeste - Piaui, Pernambuco, Paraiba, Alagoas e Sergipe

(BERNARDINO, 2000). O subtipo G11 foi detectado nos estados de Santa

Catarina e Rio Grande do Sulem abril de 2000.

O controle efetivo da DIB baseia-se na utilizacdo de medidas

profilaticas, complementares, due devem ocorrer simultaneamente: (1)

adogéo de medidas de biosseguridade que impegam a entrada e/ou saida de

agentes disseminadores de patoégenos, aliada a um sistema de diagndstico

precoce e de pronto atendimento para a eliminagao de aves doentes; e (ll)

prevencdo por vacinas atenuadas e/ou inativadas, preparadas a partir de
cepas classicas. As vacinas atenuadas séo preparadas em embries de
pintos ou em cultivo celular, COM diferentes graus de atenuagdo: “suaves”,
“intermediarias’ ou “quentes’ (fortes). As vacinas inativadas também séo

preparadas em embriées de pintos, cultivo celular ou em bolsa cloacal, sendo

o IR L e i s e
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que a vacinagéo & geralmente recomendada como reforgo para reprodutoras,

Cujo objetivo é a transferéncia de imunidade passiva a progénie (LASHER;

SHANE, 1994; LUKERT,; SAIF, 1997; MURPHY et al., 1999; ITO et al., 2001).

Apesar da adogdo de programas de vacinagbes intensivas a doenga

continua a ser um problema em varias partes do mundo, pois cepas

européias emergentes tém sido isoladas de lotes imunizados com vacinas

produzidas a partir de virus classicos. Em adig&o, estudos tém demonstrado

que cepas de vvVDIB causam doenca mesmo quando altos titulos de

anticorpos contra cepas classicas estao presentes (MURPHY et al., 1999).

Portanto, a vacinagao realizada com um determinado subtipo do sorotipo 1

nem sempre tem protegido pintinhos de desafios com outro subtipo do

mesmo sorotipo (JACKWOOD: JACKW
5o antigenicamente semelhantes as cepas classicas,

00D, 1994). Tem sido relatado que

essas cepas variantes s
mas se apresentam muito mais virulentas (VAN DEN BERG; MEULEMANS,

1991). Diante do exposto, @ caracterizagdo em subtipos de VDIB constitui

uma importante ferramenta na escolha de cepas vacinais que devem ser

utilizadas em um programa de vacinagdo para uma determinada regiéo
87, JACKWOOD; JACKWOOD, 1994).

(JACKWOOD; SAIF, 19

Métodos  laboratoriais convencionais ~ como  a reacédo de
imunofluorescéncia, virusneutralizagao, isolamento viral, ELISA e outros

podem detectar a presenga de VDIB em uma amostra clinica. Jackwood e
Saif (1987), utilizando teste de virusneutralizagao cruzada, descreveram seis
subtipos do VDIB do sorotipo 1. Entretanto, essé método requer a adaptagao
do virus em cultura de células e produgao de anti-soros especificos contra
cepas de VDIB hiper virulentas (hvVDIB). Exames histopatologicos permitem
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uma facil visualizagao microscépica de boisas cloacais infectadas e, em
associagao com os sinais clinicos, tém sido utilizados para diagnosticar a DIB
(BORDIM, 2001), apesar do relato de que outros agentes podem causar
lesdes semelhantes na bolsa cloacal (RIDDELL, 1987). Porém, esses
procedimentos sao laboriosos, requerem muitos dias para serem realizados e
nao identificam o sorotipo ou o subtipo antigénico do virus (RIDDELL, 1987;
LUKERT; SAIF, 1997).

A utilizacdo de métodos moleculares de diagnostico permite a
caracterizacdo do VDIB em subtipos e pode fornecer informagdes
epidemiologicas importantes sobre a circulagao desses diferentes virus, tanto
para a regido de Uberléndia, considerada atualmente como um poélo de
criagdo e comercializagao de aves industriais, como para regides

circunvizinhas.

SISBI/UFU
209176
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar o VDIB causador de lesGes presentes em bolsas cloacais
provenientes de um lote de frangos de corte com diagnostico clinico de doenga

infecciosa da bolsa cloacal (DIB), em Buriti Alegre (GO-Brasil) no ano de 2001,

através de métodos classicos e moleculares.

2 2. OBJETIVO ESPECIFICO

Caracterizar o agente através de métodos moleculares (RT-PCR/RFLP).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Histérico do caso

A doenga infecciosa da bolsa cloacal, que ocorreu em um plantel de uma
granja comercial constituida de trés galpdes de frangos de corte, no municipio
de Buriti Alegre, Goias, foi investigada. A DIB ocorreu naturalmente em
fevereiro de 2001 e foi diagnosticada clinicamente através da associagao dos
sinais clinicos e de lesées sugestivas da doenga observadas & necrépsia como
Presenga de hemorragia bursal e de um transudato gelatinoso e amarelado

recobrindo esse érgdo. As perdas econdmicas, caracterizadas por elevada

mortalidade e diminuicdo no desempenho produtivo do lote observado ao

abate, foram graves.

3.2, Amostras clinicas

Quarenta e uma aves doentes de um dos galpées de uma granja de
frangos de corte com 34 dias de idade foram necropsiadas e as bolsas
cloacais, com as respectivas amostras de sangue periférico, com e sem

anticoagulante (EDTA), foram coletadas. As bolsas cloacais e o soro foram

estocados individualmente a —70°C.



14

Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram separadas de um
volume de aproximadamente Z2ml de sangue, por centrifugagdo utilizando
Ficoll-Pague™ Plus (Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ), de acordo
com as recomendagdes do fabricante, misturadas com soro fetal bovino a 90%

(Invitrogen Corp., Carisbad, CA) e 10% de dimetilsulfoxido - DMSO (Sigma, St.

Louis, MO) e estocadas em nitrogénio liquido.

3.3. Exame histopatolégico

Quatro bolsas cloacais que apresentavam hemorragia de mucosa foram
colhidas a necrépsia e fixadas em formalina tamponada a 10% por 24 horas,
Apos esse procedimento, as amostras foram desidratadas em solugéo alcodlica
de concentragdes crescentes (85%, 95% e 100%), diafanizadas em xilol (duas
vezes por 15 minutos) e incluidas em parafina (45 minutos) para obtencéo de
cortes de cinco micrémetros (uM) que foram coradas pela hematoxilina e
eosina (H. E) e submetidas ao exame histopatolégico.

A DIB foi diagnosticada com base nas alteragbes sugestivas observadas

nas Figuras 1a, 1b e 1c, semelhantes as descritas por Riddell (1987).

3.4. Isolamento viral

Fragmentos de cinco bolsas cloacais foram macerados e uma
suspensdo a 10% foi preparada em TPB (Tryptose Phosphate Broth, Difco
Laboratories — Franklin Lakes, NJ) com antibidticos nas seguintes

concentrages: 1mg/mL de sulfato de estreptomicina (INLAB -~ Brasil),
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0,4mg/mL de sulfato de gentamicina (Schering Plough — Kenilworth, NJ) e 1000
Ul/mL  de penicilina (Ariston ~ Sdo Paulo, Brasil). Quinze ovos embrionados,
provenientes de galinhas SPF, com 11 dias de incubagdo foram inoculados
com 0,1 mL dessa suspensdo via membrana coricalantéide (MCA). A
inoculagdo nos ovos embrionados foi realizada segundo a técnica descrita por
Simoni (2001). Os embrides mortos nas primeiras 24 horas ap6s a inoculagéo
foram descartados e os embrides restantes foram observados diariamente.
Quatro dias apds a inoculagdo os ovos foram examinados quanto a presenca
de lestes caracteristicas para o VDIB, nos embrides e na MCA. Embrides

infectados e MCA foram coletados, macerados e o RNA total foi extraido para a

deteccao do acido nucléico viral através da nested PCR.

3.5. Extragdao do RNA

O RNA ftotal foi extraido com trizol (Roche Molecular Biochemicals,

Indianapolis, IN) de 0,5mg de bolsa cloacal e de CMSP (a quantidade de

células nado foi determinada) de aves infectadas, conforme recomendagées do

fabricante, e dissolvido com 11ul de agua tratada com dietilpirocarbonato -

DEPC (Ambion, Inc. Austin, TX).
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3.6. “Primers”

Os “primers” utilizados na reagao de RT-PCR foram os descritos por Liu
et al. (1994), com modificagdes. Esses amplificam a regido hipervariavel do

gene para VP2 (AZAD et al., 1985). A seqliéncia dos “primers” usados foi a

seguinte:

P1: 5 — TCA CCG TCC TCA GCT TAC — 3’ (correspondente a posigdo dos

nucleotideos 587-604 do segmento A)

P2: 5 — TCA GGA TTT GGG ATC AGC — 3’ (correspondente a posigdo 1212-

1220)
P3: 5 — GCC CAG AGT CTA CAC CAT AAC T - 3’ (correspondente a posicao

703-726)
P4: 5 — GCG ACC GTA ACG ACG GAT CC - 3’ (correspondente a posigao

1174-1193).

A reagao de PCR utilizando os “primers” P1 e P2 amplificou um fragmento de

643pb enquanto que a reagao de nested PCR  utilizando os “primers” P3 e P4

ampilificou um fragmento de 491pb.

3.7. Transcricao reversa

Dois microlitros do RNA total foi combinado com “primer” P2 na
concentragdo final de 5uM, 0,25mM de cada desoxirribonucleotideo (Roche
Molecular Biochemicals) em 13,5uL de volume e incubado a 95°C por 10

minutos. Apds a desnaturagéo a 95°C por 10 minutos e resfriamento, 20
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unidades de inibidor de ribonuclease (Roche Molecular Biochemicals), 40
unidades da transcriptase reversa M-MuLV (Roche Molecular Biochemicals) e
solugdo tampao fornecida pelo fabricante, foram adicionados a mistura em um

volume total de 20uL. A reagdo foi incubada a 37°C por 60 minutos e

interrompida por incubagao a 95°C por 10 minutos.
3.8. “Nested” - reacdo em cadeia da polimerase (nested-PCR)

Apos a reagdo de transcrigdo reversa o cDNA obtido foi usado na

primeira reacdo de PCR com os "primers” P1 e P2. Os "primers” P3 e P4 foram

usados na reagdo de nested-PCR. Para ambas as reagbes (PCR e nested

PCR) foram utilizadas as seguintes condigbes: 0,2mM de cada

desoxirribonucleotideo, 0,3uM de cada “primer”, 2,5 unidades de Tag DNA
polymerase (Roche) e solugdo tampdo fornecida pelo fabricante (a
concentragao final do tampéao foi 10mM Tris-HCI, 1,5mM MgClz, 50mM KClI, pH
8,3), em um volume total de 50nl. As reagtes foram incubadas como se segue:
94°C por 10 min, seguido por 30 ciclos a 94°C por 45s, 50°C por 30s e 72°C
por 1min, e um passo final de extensao a 72°C por 5 min. Cinco microlitros do
produto da nested-PCR foi misturado com 1jl de tampao de corrida 6X loading
buffer (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e separado em gel de agarose a 1%

corado com brometo de etidio (0,3pg/mL). O gel de agarose foi visualizado e

fotografado por um sistema digital (ImageMaster VDS, Amersham Biosciences

Corp.).
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3.9. Polimorfismo do tamanho do fragmento de restricao (Restriction

fragment length polymorphism - RFLP)

O produto da PCR obtido a partir de uma bolsa cloacal foi purificado com
o Kit de purificagéo QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Inc. Valencia, CA) e
digerido com as enzimas Dral, Sacl, Mval, Taql, Styl e Sspl, conforme descrito

por lkuta et al. (2001). O fragmento de restricdo foi separado em gel de

agarose a 2% corado com brometo de etidio (0,3pg/mL).



4. RESULTADOS

4.1. Exames histopatolégicos

Bolsas cloacais de aves doentes (Figuras. 3b e 3c) com lesdes tipicas
de bursite infecciosa mostraram presencga de cistos (c), hipotrofia de foliculos

linféides, necrose (n) e invaséo de heterdfilos (seta).

Figura 3 — Fotomicrografia de bolsa cloacal de frango de corte, 34 dias de
idade, corada pela técnica de H.E. Presenga de foliculos linféides normais

(54X).
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Figura 4 — Fotomicrografia de bolsa cloacal de frango de corte, 34 dias de
idade, corada pela técnica de H.E, apresentando bursite infecciosa. Observar
cistos(c) e hipotrofia dos foliculos linféides (45X).

BOE R

Figura 5 — Fotomicrografia de bolsa cloacal de frango de corte, 34 dias de
idade, corada pela técnica de H.E, apresentando bursite infecciosa. Observar
necrose (n) e invaséo de heteroéfilos (seta) (350X).
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4.2. Isolamento viral

A inoculagéo de uma suspensdo do macerado das bolsas cloacais em
15 ovos embrionados provenientes de galinhas SPF produziu mortalidade
embriondria em 2 a 4 dias apds a inoculacdo (Tabela 1). Os embrides
apresentaram distensdo do abdome por edema e congestao cutdnea. Dois
embrides que permaneceram vivos no quarto dia apresentaram lesées
hepaticas e distrofia muscular que podem ser considerados sugestivos da DIB
(Tabela 2) (LUKERT; SAIF, 1997). Apesar de amostras muito virulentas de
VDIB nao se multiplicarem bem em ovos embrionados de galinhas SPF e de
causarem taxa de mortalidade embrionaria menor do que virus atenuados,

nesse estudo observou-se 86,6% (13/15) de mortalidade embrionaria.

Tabela 1 — Mortalidade embrionaria observada entre dois e quatro dias

apos a inoculagdo de ovos SPF com o VDIB

Mortalidade embrionaria TOTAL
19 dia 2° dia 3% dia 4° dia
Mortos 00 02 11 00 13
Vivos 15 13 02 02 02

Tabela 2 — Lesdes observadas nos embrides entre dois e quatro dias apés

a inoculagdo de ovos SPF com o VDIB

Lesfes Mortos Vivos
Congestéo epitelial generalizada 13 00
Edema subcutaneo 13 00

Figado mosqueado ou esverdeado 00 02
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4.3. Detecgido do RNA viral por RT-PCR

Uma reacgdo de amplificagao realizada em dois passos foi usada para

amplificar um fragmento de 491pb (aminoacidos nas posigoes 202 a 365) da

regido hipervariavel do gene para VP2 (LIU et al., 1994). Este ensaio foi

realizado utilizando bolsas cloacais, macerado de embrides proveniente do

isolamento viral e CMSP como amostras clinicas. Foi amplificado um fragmento

(Figuras 4 e 5).

que tinha o tamanho esperado

500bp - |
300bp - i

100bp -

pela reagao de nested RT-PCR, a partir de

Figura 6 — Detecgéo do RNA viral,
ientes do isolamento viral.

macerado de embrides proven
molecular 100pb (Roche); Coluna 1) —

Coluna 2) — fragmento obtido da

bolsas cloacais €
Coluna MW — marcador de peso

produto amplificado obtido da bolsa cloacal ;
bolsa cloacal ; Coluna 3) fragmento obtido a partir de macerado de embrioes;

4) H,0 (controle negativo).
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Fig. 7— Detecgéo do RNA viral, pela reagéo de nested RT-PCR, de CMSP. MW
— marcador de peso molecular 100bp (Roche]; Coluna 1) — produto amplificado
de CMSP; Coluna 2) — H20 (controle negativa).

4.4. Analise do RFLP

O ‘amplicon’ obtido de uma amostra de bolsa cloacal foi digerido com
um grupo de endonucleases conforme em Material e Métodos. Sitios para as
enzimas Mval, Tagl, Sspl e Styl estavam presentes no fragmento enquanto
sitios para Sacl e Dral ndo estavam presentes (Figura 6 e Tabela 3). O
fragmento amplificado nesse estudo foi clivado pela Sspl, indicando que uma
amostra de vwVDIB causou a doenga no plantel de frangos de corte em Buriti
Alegre. O padrado de RFLP obtido pela digestdo do produto da PCR com seis

enzimas de restricdo foi comparado aos 17 padroes propostos por Ikuta et al.

(2001) (Tabela 4) e revelou ser um padrao diferente.




i
k
24 |
E
!
Dral Mval Styl C(-)
MW Sacl  Tagl  Sspl MW
TR R s
fr’*“f o
500bp - '
300bp - |
100bp -
R it ,
B
B # W Sy (‘} ) “I “:h. * g?}g ; X H
3%&%5%%&%%& . ﬁ;‘t&mg}}%ﬁﬁ T ;
i
. |
Figura 8 — Ensaio de RFLP: digestao total do fragmento amplificado pela |
nested PCR com enzimas de restricio Sacl Tagl Sspl Dral Mval e Styl. As
setas indicam bandas resultantes de digestéo parcial pelas enzimas Styl e Sspl
Tabela 3 - Enzimas de restrigdo utilizadas na digestdo do VDIB isolado *
}
Enzimas de restrigdo f
!
Isolado Dral Sacl Styl Sspl Taql Mval t
VDIB (-) (-) (+) (+) (+) (+) |
%V,




Tabela 4 ~ Padroes de RFLP para isolados do VDIB
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Sequéncia dos VDIB Enzimas de restrigéo Padroes
de
Dral Sacl Styl Sspi Taql Mval RFLP

Variant A-U + - - - + ]

Variant E-US, U28-US - + - - + 2

Av. F-Br, Maternalin-Br - + + - - 3

Gumb. Vet-BR, Gumb. Nob- - + - - - 4

BR, Gumb.CT-BR, Bur706-

BR, Av. I-BR

Lukert-US,Ultravac-BR, - + + - + 5

Bur2-BR

Gumborvax-BR - + - - + 6

Edgar-US, Miss-US - + + - - 9

Cah86-BR, Des603-BR - - + + + 11

MC597-BR, MC599-BR

G72-BR - + - - - 7

G79-BR - - - - + 14

G02-BR, G07-BR, G11-BR, - + - - + 15

G48-BR, G52-BR, G71-BR

G67-BR, G68-BR, G81-BR, - - - - + 16

G2369-BR

G75-BR - + - - + 17

- + + +

Buriti Alegre, GO-Br

Fonte: lkuta et al.( 2001)

+/-: indica presenga / auséncia do respectivo sitio de restricdo
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DISCUSSAQ

O diagnéstico clinico da DIB vem sendo realizado pela associagédo do
histérico e do desempenho de lotes anteriores, com idade das aves, sinais
clinicos e lesbes, principalmente na bolsa cloacal, observadas em necropsia de
aves provenientes de lotes em andamento. Algumas doencgas infecciosas,
como a de Marek, produzem hipotrofia de bolsa semelhante a provocada pelo
VDIB e, assim como outras enfermidades (hepatite por corptsculo de incluséo,
bronquite infecciosa, coccidiose e sindrome hemorragica), necessitam ser
diferenciadas da DIB. Somado a isso, a avaliagéo soroldgica das aves deve ser
realizada com o objetivo de auxiliar no diagnéstico da doenga, de tragar o perfil
imunoldgico do plantel e de avaliar a eficiéncia de programas vacinais.

No local da ocorréncia do surto, regido de Buriti Alegre (GO), néo havia
histérico de doenca de Gumboro e nem de vacinagéo contra o VDIB. As lesées
observadas, como hemorragia da bolsa e presenga de transudado amarelado e
gelatinoso recobrindo o 6rgdo, constituiram evidéncias clinicas sugestivas da
DIB. A associagao dos sinais clinicos com os resultados histopatologicos e o

baixo desempenho do lote, em termos de ganho de peso, observado ao abate,

sugeriram que a doenga foi causada pelo VDIB.
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Considerando que outros diferentes virus apresentam tropismo
especifico para tecidos linféides (RIDDELL, 1987), o isolamento do VDIB em
ovos embrionados de galinhas SPF foi realizado com o objetivo de se obter
indicagdes mais conclusivas sobre o agente. Nesse estudo, observou-se uma
taxa de 86,6% (13/15) de mortalidade embrionaria e as lesbes nos embrides
foram sugestivas para o VDIB. No entanto, os sinais clinicos nas aves
sugeriram que o agente causal seria uma amostra de VDIB hiper virulenta
(hvWDIB). Porém, a elevada taxa de mortalidade embrionaria detectada, esta
em desacordo com o publicado na literatura, que demonstrou que amostras de
VDIB muito virulentas nao se multiplicam adequadamente em ovos
embrionados de galinhas SPF e induzem taxa de mortalidade embrionaria
menor do que a induzida por virus atenuados (HASSAN; SAIF, 1996; ITO et al.,
2001),

Diante da dificuldade de identificar conclusivamente o agente causador
da doenga pelos métodos classicos empregados, métodos moleculares foram

utilizados para identifica-lo.

A amplificagéo, através da reacao dé nested PCR, de um fragmento do
tamanho esperado, permitiu a identificagéo do agente como sendo o VDIB. O
ensaio, realizado em duas etapas (primeira e segunda PCRs) e envolvendo a
utilizacdo de dois pares de oligonucleotideos de seqliéncias especificas para o
virus, tornou a metodologia mais especifica e resultou na amplificagéo de um

tnico fragmento, observado como banda Unica em gel de agarose. Este ensaio

foi realizado com sucesso utilizando amostras de bolsa cloacal, macerado de

embrides proveniente do isolamento viral e CMSP.
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Além de permitir a identificagdo do virus causador do surto a RT-PCR
possibilitou a caracterizagdo molecular do VDIB através da analise do

polimorfismo do tamanho dos fragmentos gerados por digestdo com enzimas

de restrigdo (RFLP).

Em suas observagdes Zieremberg et al. (2001) observaram que todas as
cepas classicas virulentas de VDIB por eles investigadas apresentaram sitios
para a enzima de restrigdo Sacl. Nesse estudo, a auséncia de sitio para esta
enzima permitiu determinar que o isolado do virus de Buriti Alegre néo pertence
ao grupo de cepas classicas virulentas. Outros pesquisadores tém utilizado a

presencga do sitio para a enzima de restrigdo Sspl para a identificagédo de VDIB

muito virulentos (LIN et al., 1993, JACKWOOD ; JACKWOOD, 1997,

JACKWOOD: SOMMER, 1999). Nesse estudo a presenga do sitio para a

enzima Sspl permitiu identificar o isolado como pertencente ao grupo molecular

das cepas muito virulentas.
Em adigdo, o padrao de RFLP obtido nesse experimento revelou ser

diferente dos 17 padrées propostos (Tabela 4) e/ou observados por Ikuta et al.
(2001). E possivel que o agente encontrado em Buriti Alegre, GO, seja um
novo isolado, com um comportamento diferente no ensaio do isolamento viral

onde apresentou uma alta taxa de mortalidade embrionaria.

A realizagdo da subtipagem dos VDIB €& importante, pois, quando
programas de vacinagao indicados aos virus circulantes nao sao implantados
e monitorados, as perdas econémicas podem ser significantes. A RT-PCR
seguida pela analise do RFLP ¢ um método rapido e sensivel que permite a
detecgdo e caracterizagdo de subtipos de VDIB, pois, apresentam potencial

para investigar mudangas nas seqiiéncias de nucleotideos em posicoes



29

chaves, que caracterizam o aparecimento de cepas variantes de VDIB.

Essas informag6es podem ser Uteis em estratégias de vacinagéo.

Acredita-se que o ensaio de RT-PCR em CMSP de aves pode constituir

uma ferramenta Gtil para o diagnéstico/monitoramento da circulagéo do VDIB

em granjas e/ou industrias avicolas.
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CONCLUSOES

1. A reagéo de nested RT-PCR/RFLP permite a detecgao do genoma viral

presente em bolsas cloacais;

2. O isolado do VDIB foi caracterizado por RFLP, indicando se tratar de um

novo isolado;

3. Os ensaios de RT-PCR/RFLP podem ser usados na identificagédo e

caracterizacgao rapida de VDIB diretamente de amostras de bolsa cloacal

e CMSP.
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