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O virus da bronquite infecciosa das galinhas (VBIG) pertence a ordem Nidovirales, familia
Coronaviridae e esta classificado no género Coronavirus. Quanto a morfologia, o VBIG & pleomorfico,
apesar da predominancia de particulas esféricas, com aproximadamente 120 nm de didmetro (RESENDE,
2003). O genoma do VBI é formado por RNA fita simples cauda de poli-adenosina e nio € segmentado
com polaridade positiva e tem aproximadamente 27,6 Kb, codificando 3 proteinas estruturais mais
importantes: a nucleoproteina (N), uma proteina fosforilada do nucleocapsideo interno e externamente,
pelas glicoproteinas da matriz (M) e da espicula (S), sendo essa ultima € clivada apds ser traduzida em
duas subunidades, S1 e S2. Salienta-se que o glicopolipeptideo S1 ¢ responsavel pela infectividade viral e
que possui determinantes antigénicos que induzem a formacao de anticorpos neutralizantes. A variacdo na
composi¢@o de aminodcidos de algumas regides da glicoproteina S € a principal estratégia do VBIG para
escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro (CAVANAGH et al., 1992; COOK et al., 1999;
MURPHY et al., 1999). A glicoproteina S possui um papel biolégico de elevada relevancia para o
patdgeno viral por ser a principal indutora da resposta imune protetora contra a infec¢io pelo VBI, sendo
por isto, de fundamental importancia na imunoprofilaxia para a BIG e, em segundo lugar, ela € a base dos
testes de diagndsticos que tém sido utilizados para identificar e caracterizar as diferentes amostras desse
virus ( COOK et al., 1999; ROCHA, 2000; RESENDE, 2003).

Virias amostras de VBIG isoladas em plantéis vacinados no Estado de Sao Paulo, durante 1987 a
1991, apresentaram pouca relag@o soroldgica com o sorotipo Massachusetts, especialmente a estirpe M41
(ROCHA, 2000). RESENDE (2003), avaliando 15 isolados de VBIG oriundos de surtos de BIG que
ocorreram em diferentes granjas do Estado de Minas Gerais, entre 1972 a 1989, através da técnica de RT-
PCR/RFLP (polimorfismo do comprimento de fragmentos de restricdo), tendo classificado os isolados em
3 grupos, sendo que nove desses isolados foram reunidos no genétipo Massachusetts e os outros 2
gendtipos agruparam seis isolados considerados variantes por esse estudo. Nesse trabalho de
genotipificacdo, nenhum dos 15 isolados foi classificado no genotipo/sorotipo Connecticut ou Arkansas.
Como descrito anteriormente o uso da técnica RT-PCR no gene S1 (KWON et al 1993) e da RT-PCR/
RFLP no gene S1 (LIN et al 1991) sdo métodos comumente utilizados no diagndstico laboratorial do VBI.

Ainda dentro do contexto da variabilidade genética desenvolvida pelo VBIG, que possui um
extenso genoma, sabe-se que ela ocorre principalmente através de mutagdo e recombinagdo génica. Essa
variabilidade confere a esse agente viral uma vantagem evolutiva considerdvel uma vez que esse virus
além de manter a sua estabilidade genética, é capaz de gerar uma progénie com grande diversidade
antigénica superficial, que favorece esse patégeno a contornar mais facilmente as defesas do hospedeiro
(MURPHY et al., 1999; RESENDE, 2003). A pressdo seletiva induzida pelo "status imunitdrio” de uma
regido pode contribuir significativamente para o surgimento de amostras variantes (MARTINS, 1992) e,
pequenas variagdes nas regides hipervaridveis podem resultar em diferencas detectaveis em teste de virus-
neutralizagdo (VN). Algumas amostras que foram consideradas sorotipos diferentes nesses testes,
mostraram diferenca de apenas 2% a 3 % na seqiiéncia de aminodcidos da subunidade S1 (CAVANAGH
etal., 1992).

Em vista desses fatos que evidenciam a importancia do fendmeno de variabilidade genética entre
estirpes do VBIG, foi realizado o presente estudo, tanto em aves como em ovos embrionados SPF, com o
objetivo principal de se induzir experimentalmente e estudar a recombinagdo génica entre uma estirpe de
referéncia (M41) e outra isolada de campo desse mesmo virus, como por exemplo as estirpes VBISPO1,
VBIPRO6, VBISP02 e VBIPRO2, sendo para tanto utilizada as técnicas de RT-PCR e de RFLP
("Restriction Fragment Length Polymorphism"), seguido pela andlise dos mapas de restricio do gene S



das estirpes geradas por co-infec¢do em comparagcdo com as estirpes de referéncia do VBI, interpretando
os resultados da RFLP e do processo de indugdo de estirpes recombinantes do VBI, possibilitando que o
fendmeno da recombinacdo entre diferentes estirpes do VBI seja evidenciado.

Na tentativa de induzir recombinacio génica no VBI, foram realizados diversos protocolos de co-
infec¢des com estirpes de campo (VBIPR06 e VBISP02) e outra de referéncia (M41) em aves mantidas
em isoladores com pressdo positiva e fornecimento de ar purificado por filtracdo absoluta. Como o titulo
da estirpe M41 era igual a 10””* DIEs, /ml, este virus foi ressuspendido na razio 1:550.000, de forma que
fossem inoculados 10* DIEs, /ml. Na estirpe VBIPRO2 cujo titulo infectante era igual a 10736 DIEs, / ml,
foram preparadas duas dilui¢des (I e II), sendo que a diluigdo I correspondeu a razdo 1:72 enquanto que a
diluicdo II correspondeu a razao 1:7200. No isolador 1 foram co-infectadas 4 aves contendo a suspensao
com a dilui¢do final da estirpe M41 juntamente com a diluicdo I da estirpe VBIPRO6 e as outras 4 aves
foram co-infectadas com a mesma estirpe de referéncia (M41), porém este virus foi reunido a dilui¢ao II
da estirpe VBISPO2. Em ambas combinagdes foram inoculados 100 pl dessa mistura por ave.
Procedimentos similares foram realizados para se fazer a co-infecg¢@o da estirpe de referéncia M41 com
duas outras isoladas de campo, como a VBIPR06 e VBISP02. Foi feito também uma tentativa de co-
infeccdo de contato, na qual colocou-se 2 aves dentro do isolador onde havia aves infectadas
separadamente com uma dessas trés estirpes. Em todos os grupos experimentais de co-infeccido descritos
acima foi sacrificada metade das aves no terceiro dia pds-infec¢do (dpi) e a outra metade foi sacrificada no
quinto dia pds-infecc@o por deslocamento cervical, uma vez que os tecidos que servem para andlise da
patogenicidade viral (traquéia , pulmao e rim) nao podem sofrer qualquer modificacdo durante a eutanasia.
Amostras teciduais foram colhidas para serem processadas nas técnicas de biologia molecular (extragdo de
RNA, RT-PCR) e tentativa de re-isolamento, por meio da inoculagdo em ovos embrionados SPF.

A inoculagdo da estirpe de referéncia M41 juntamente com as estirpes de campo (VBISPOI,
VBIPRO6, VBISP02 e VBIPR02), com o objetivo de se obter uma estirpe recombinante do VBI, foi feita
em ovos SPF com 9-11 dias de incuba¢do em uma tnica passagem. Passados 36hs da inoculacdo metade
dos ovos foram colocados a temperatura de 4-10°C o que possibilitou uma colheita de LCA mais limpido,
para ser usado como suspensao viral, a qual foi submetida aos demais procedimentos neste estudo. A outra
metade dos ovos foi mantida na incubadora para analisar as alteracdes morfolégicas que porventura
ocorressem no embrido, como: nanismo, enrolamento, depdsito de urato nos mesonéfrons e mortalidade
embriondria dentro de no maximo sete dias apds a inoculacdo, segundo as recomendam OWEN et al.
(1991).

Em um primeiro procedimento a estirpe de referéncia M41 foi diluida em Meio Eagle com
antibidtico e anti-fiingico na razdo 1: 550.000 e inoculou-se 200pl/ovo em 5 ovos, uma vez que a estirpe
M41 estava com titulo 10*™ DIE50%/ml. Aguardou-se meia hora e em seguida a suspensio viral
contendo a estirpe de campo VBISPO1 com titulo 10***® DIES0%/ml foi pré-diluida na razio 1:10.000 e,
em seguida, inoculou-se na cavidade alantéide de 5 ovos embrionados, sendo 200ul/ovo e, estes ovos
foram denominados controle estirpe VBISPO1. O ultimo passo foi adicionar em um tubo de penicilina
estéril, 200ul da suspensdo viral da estirpe M41 e 200ul da suspensdo viral da estirpe VBISPOI. Tal
mistura foi diluida na razdo 1: 10 em Meio Eagle e inoculadas em 10 ovos embrionados (200ul/ovo).

Outro procedimento utilizado foi a co-infec¢do em ovos entre as estirpes M41 e VBIPR06. Nesse
procedimento, a estirpe de referéncia M41 foi diluida conforme padrdo adotado na co-infec¢do em ovos
descrita logo acima (dilui¢do padronizada da estirpe M41 para todas as co-infec¢des deste experimento),
enquanto que a estirpe VBIPR06 com titulo 10™*/ml (DIE50%) foi diluida em duas etapas (I e II). A
diluicdo I na razdo 1:72 e a diluicdo II na razdo 1:7200, essa dltima dilui¢do foi inoculada na cavidade
corion-alantéide de 5 ovos, sendo 200ul/ovo, considerados ovos controle da estirpe VBIPR06. O tltimo
passo foi adicionar em um tubo de penicilina esteril 200ul da suspensao viral da estirpe M41 e 200ul de
cada suspensdo viral da estirpe VBIPRO6 (I e II), inoculando cada mistura em 6 ovos (200ul/ovo), sendo
denominados co-infeccio M41+ VBIPROG6 dilui¢do I e M41+ VBIPROG6 diluicao II.

Seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente, foram preparadas duas suspensdes da
estirpe VBISP02 cujo titulo é 10" DIE5S0%/ml em duas dilui¢des (I e II), na qual a diluigdo I ela foi
diluida na razdo 1:32 e na dilui¢@o II foi diluida na razdo 1:3200, essa ultima diluicdo foi inoculada na



cavidade coérion-alantéide de 5 ovos, sendo 200ul/ovo, estes ovos foram denominados ovos controle
estirpe VBISP02. O dltimo passo foi adicionar em um tubo de penicilina esterilizado, 200ul da suspensao
da estirpe M41 e 200ul de cada uma das dilui¢des da suspensdo do isolado VBISPO02 (I e II), inoculando-
se cada uma dessas misturas em 6 ovos embrionados SPF (200ul/ovo), sendo que os liquidos cdrion-
alantéides colhidos desses ovos assim inoculados, foram denominados co-infeccio M41+ VBISP02 /
diluicdo I e co-infeccao M41+ VBISPO02 / diluicdo II.

Protocolo semelhante foi utilizado na co-infec¢do com as estirpes M41 e VBIPRO2. Dessa forma,
a estirpe VBIPR02 cuja DIE50%= 10°°/ml na razdo 1:100000, inoculando na cavidade cério-alantéide de
5 ovos, sendo 200ul/ovo, tais ovos foram denominados ovos controle estirpe da estirpe VBIPR0O2. Em
seguida adicionou-se 200ul. da suspensdo da estirpe M41 e 200uL da suspensdo diluida da VBIPRO2,
sendo que as amostras de LCA colhidas foram denominadas de produtos da co-infeccao M41+ VBIPRO2.

A partir das amostras (traquéia das aves infectadas e de liquido cérion-alantéide dos ovos
embrionados inoculados) foram re-isoladas progénies de virus e feita extracdio do RNA gendmico viral
com o uso do kit Trizol (Invitrogen) para amostras teciduais e Trizol LS (Invitrogen) nas amostras de
LCA, ambos seguindo-se recomendacdes do fabricante. Em seguida foi processada a reacdo de transcrigao
reversa (RT) em um Termociclador TECHNE PROGENE®. Ap6s a obtencdo do cDNA (RT) foi realizada
a amplificacdo por PCR do gene de proteina estrutural S1 do VBI, utilizando os primers descritos po
Kwon et al. (1993) resultando na amplificacdio de um fragmento com cerca de 1720 pb, que
posteriormente foi purificado através do kit de extracio GFX (Amersham, Biosciences). Apds a
purificacdo, o material amplificado foi submetido a andlise por ‘Restriction Fragment Length
Polymorfism’- RFLP (enzimas de restricio Hae III, Bsty I e Xcm I), tendo sido analisado o perfil de
fragmentos do DNA clivado para se determinar o grau de identidade com os perfis obtidos com este
mesmo gene proveniente das estirpes ou de referéncia (M41) ou de cada um dos isolados de campo do
VBI utilizados para a inducdo da co-infec¢ao.

Os resultados mostraram, para algumas estirpes obtidas em protocolos de co-infeccio em ovos
embrionados SPF, diferencas marcantes nos mapas de RFLP com relagdo aos mapas obsrvados para as
estirpes parenais usadas, revelando que tais estirpes virais devem ser recombinantes, pois delas foram
gerados fragmentos de clivagem do DNA do gene S1 diferentes do que eram esperados para as estirpes
parentais dentro dos quais ocorreram fortes evidéncias da recombinagdo gé€nica. Assim, tais evidéncias
foram observadas analisando-se os mapas de restricdo do gene S1 das estirpes geradas pelas co-infeccdes
envolvendo as estirpes de referéncia M41 e a estirpe de campo VBIPROG6 (dilui¢do II), bem como quando
se analisou o produto da co-infec¢do da estirpe de referéncia M41 com a estirpe isolada em campo
VBISP02, principalmente quando se considera o mapa de restricdo a digestdo gerado pela enzima de
restricdo Hae 111 (Figura 1).
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Figura 1. Gel de agarose 1 %, da reacdo de RFLP do produto PCR purificado proveniente de co-infec¢des em ovos.
Legenda: (M) Marcador 1Kb plus, canaletas (1) e (9) Estirpe M41; canaletas (2) e (10) Produto Amplificado do
isolado VBIPROG6; canaletas (3) e (11) Produto Amplificado do isolado VBIPRO2; canaletas (4) e (12) Produto
Amplificado do protocolo I da co-infecgdo em ovos embrionados (M41 + VBISP02); canaletas (5) e (13) Produto
Amplificado do protocolo II da co-infeccdo em ovos embrionados (M41 + VBISP02); canaletas (6) e (14) Produto
Amplificado do protocolo I da co-infeccdo em ovos embrionados (M41 + VBIPROG6; canaletas (7) e (15) Produto
Amplificado do protocolo II da co-infec¢do em ovos embrionados (M41 + VBIPRO06); canaletas (8) e (16) Produto
Amplificado do protocolo I da co-infeccio em ovos embrionados (M41 + VBISP02. (== ) Fragmentos novos
contendo possives regides de recombinagao.



Tais indicios de recombinacdo gé€nica foram verificados também na co-infeccdo de aves
envolvendo principalmente a ave na qual nenhum tipo de virus foi inoculado, mas ela apenas esteve
exposta ao contato direto com aves previamente infectadas individualmente com uma das estirpes virais
de campo VBIPR06, VBISP02 e também com a estirpe de referéncia M41, sendo que analisando-se o
mapa de restri¢do, foram encontrados fragmentos gendmicos de tamanhos diferentes daqueles observados
na digestdo das estirpes parentais usadas nesse protocolo (Figura 2).
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Figura 2. Gel de agarose 1 %, da reagdo de RFLP do produto PCR purificado proveniente de co-infec¢des em aves.
Legenda: (M) Marcador 1Kb plus, (1)(8)(15) Amostra tecidual de ave contato / co-infec¢do (M41 + VBISP02 +
VBIPRO06); (2)(9)(16)Ave co-infectada com M41 + VBIPROG6; (3)(10)(17) Ave co-infectada com M41 + VBISPO2 I;
4)(11)(18) Ave co-infectada com M41 + VBISP02 II; (5)(12)(19) Ave co-infectada com M41 + VBISPO2 II;
(6)(7)(13)(14)Amostra Controle. (—» Fragmentos novos contendo possives regides de recombinagao.

Ademais sendo, ficou comprovado, que com a utilizagdo das dilui¢des descritas anteriormente, o
fendmeno da recombinacdo foi induzido, podendo-se concluir que as estirpes virais tiveram nesse caso,
uma maior facilidade de interagdo e de fazer trocas de sequéncias génicas (recombinacio), uma vez que a
digestdo com as enzimas de restricio demonstraram cortes em diferentes regides daquelas originalmente
clivadas nas estirpes parentais. Para confirmar a ocorréncia do fendmeno da recombinacio génica no atual
projeto, pode-se fazer o seqiienciamento genético das estirpes parentais comparando com as estirpes
recombinantes e determinando-se, inclusive, os pontos nos quais ocorreram efetivamente as trocas de
nucleotideos nas sequéncias do gene S1 das estirpes recombinantes do VBIL.
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