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O virus da bronquite infecciosa (VBI) é o agente etioldgico da bronquite infecciosa (BI) e
causa uma enfermidade aguda e altamente contagiosa em galinhas, afetando de forma mais acentuada
0s sistemas respiratdrio e uro-genital desses animais. A infec¢do pelo VBI estd distribuida amplamente
em vdrias regides do mundo, sendo um patégeno viral cujas consequéncias da doenga por ele
produzida, trazem sérios prejuizos econdmicos a atividade avicola industrial.

A bronquite infecciosa (BI) é uma das doengas avidrias mais dificeis de serem controladas,
pois o VBI se dissemina muito rapidamente entre as aves de uma granja, devido ao curto periodo de
incubagdo desse virus (18-48 h) e de sua natureza altamente contagiosa e, em adi¢do a isso, este virus
apresenta alta variabilidade genética e antigénica. O Brasil estd entre um dos maiores produtores
avicolas em todo o mundo e, tem sido reportado que a Bronquite Infecciosa também causa sérios
problemas neste pais, especialmente no sudeste do estado de Sdo Paulo e Rio de Janeiro, no sul do
estado do Parand, e no nordeste da Bahia (DI FABIO et al., 2000).

Deve-se salientar que o diagndstico rdpido da infeccdo pelo VBI, bem como a determinagdo
do estado de imunidade contra esse mesmo virus em um plantel de aves de criagcdes industriais, sdo
aspectos criticos para se conseguir uma melhor condicdo de controle da BI. Para tanto, foi
comprovado que os testes sorolégicos e, dentre estes, os ensaios imunoenziméticos, quando realizados
com padrdes apropriados, indicam com elevada acuricia, as concentra¢des de anticorpos especificos
anti-VBI, podendo facilitar a detec¢do de soro-conversdo em aves infectadas ou fazer o
monitoramento do estado imunitdrio em criacdes com grande nimero de aves, tal como ocorre na
avicultura industrial MARQUARDT et al., 1981; SNYDER et al., 1983).

Sendo assim, a clonagem e a expressdo da proteina N do VBI pode trazer efetivamente
algumas vantagens para o preparo de antigenos a serem utilizados em testes soroldgicos,
principalmente em razdo de ser bastante conservada, entre diferentes estirpes desse virus, que se
notabiliza por uma elevada capacidade de variacdo genética e antigénica (NDIFUNA et al., 1998,
TAN et al., 2004).

Em adicdo ainda ao que foi exposto deve ficar esclarecido que poucos sdo os estudos a
respeito da producdo por aves infectadas e/ou vacinadas dos diferentes is6tipos de anticorpos contra
um dos antigenos estruturais mais relevantes do VBI, tal como se configura a proteina N desse mesmo
virus. Mais recentemente, Tan et al. (2004) demonstraram que todos os soros de pacientes infectados
com coronavirus da SARS provenientes de fase aguda ou de convalescenga, que foram testados em
sua investigacdo, reagiram com a proteina N desse coronavirus, tendo sido verificado, também, que a
detec¢ao mais precoce da infec¢do era proporcionada pelos anticorpos dos isétipos IgA e IgM,
enquanto que anticorpos contra a proteina N do isétipo IgG estavam mais aumentados nos soros de
pacientes que se encontravam na fase de convalescenca. No entanto, ndo ha na literatura consultada,
nenhuma referéncia sobre a mensurag¢do de anticorpos de galinhas contra a nucleoproteina do VBI e
associando-os a cada um dos trés is6tipos de imunoglobulinas avidrias (IgG, IgM e IgA) e que estejam
presentes no soro sanguineo e/ou na secre¢do lacrimal de galinhas.

Em vista de tudo o que foi explanado anteriormente e, sobretudo a importancia do patégeno
viral alvo de nosso interesse, das limitacdes ainda existentes nos meios de diagndstico da infeccdo
causada por este virus e dos diferentes procedimentos que podem oferecer uma alternativa na
montagem de um novo método de imuno-diagndstico, julgou-se, entdo, oportuno e justificavel, fazer a
padronizacido e a aplicagdo um método de ELISA, usando-se a proteina N recombinante expressa em
leveduras (Y-N-ELISA) como alvo antigénico para a detec¢do/mensuracdo de anticorpos especificos



dos 3 isétipos (IgG, IgA e IgM), presentes no soro ou na secrecdo lacrimal de galinhas que foram
vacinadas ou experimentalmente infectadas pelo VBIL.

Com relacdo a aplicagdo do método indireto de ELISA com a proteina N recombinante, a
proteina foi produzida em leveduras da espécie S. cerevisiae, segundo Gibertoni, et al. (2005), e a
técnica foi padronizada seguindo-se em linhas gerais a recomendacdo desses mesmos autores, exceto
que, para a mensuracao dos isétipos IgG, IgM e IgA de anticorpos contra o VBI, em amostras e soto e
de secrecdo lacrimal de galinhas foram usados, em reacdes separadas, trés conjugados
imunoenzimdticos diferentes e especificos para cada um desses isétipos presentes no soro sanguineo
ou na secre¢do lacrimal de aves submetidas a infeccdo com as estirpe M41 do VBI, ou ainda, em aves
em diferentes faixas etdrias, que foram submetidas a vacinacao e/ou revacinagao.

Em um primeiro experimento foram colhidas, em uma granja comercial de postura, localizada
na cidade de Bastos — SP, amostras de sangue e de secrecdo lacrimal das aves de postura divididas em
8 grupos, constituidos por 15 aves cada um e em diferentes idades e que haviam ou ndo recebido
vacinacdes contra a BI (1 semana, 2 semanas, 10 semanas, 18 semanas, 24 semanas, 32 semanas, 45
semanas, 71 semanas ¢ 89 semanas de idade). O numero de vacinacdes que cada um dos grupos
amostrados de aves recebeu variou de acordo com a idade das mesmas. Assim, essas aves receberam
as 4 primeiras imunizagdes com vacina atenuada contendo a estirpe H120 do VBI, respectivamente,
nas idades de 1 dia de vida e, depois, com 1 semana e com 3 semanas, sendo que com 8 semanas de
idade foi administrada a vacina inativada oleosa formulada com a estirpe M41 do VBI. A partir desta
faixa etdria, as aves receberam novas imuniza¢des com vacinas atenuadas, por meio de aerossol, a
cada 8 semanas, repetidamente, até o descarte das mesmas. Para a obtengdo de amostras de soro
sanguineo e de secrec@o lacrimal de referéncia positivas, para a mensuracio de anticorpos anti-VBI
para cada um dos isétipos testados (IgG, IgA e IgM), foram hiperimunizadas 5 galinhas SPF com a
estirpe H120 do VIB, sendo feito, ao final do processo de hiperimunizagdo e ap6ds a ultima colheita ou
de sangue ou de secrecdo lacrimal, um pool dessas amostras, o qual passou a ser usado como amostra
de referéncia positiva de soro ou de secrecao lacrimal. J4 um pool de amostras de soro e de secre¢dao
lacrimal colhidos de galinhas SPF foram empregados como amostras de referéncia negativas.

Foram também utilizadas neste trabalho, 45 aves comerciais de corte, fornecidas com 1 dia de
idade, por um incubatério de produgdo avicola industrial, as quais quando foram alojadas em
isoladores com pressao positiva e com fornecimento de ar purificado por filtragdo absoluta. Aos 28
dias de idade, 3 aves foram sacrificadas constituindo o grupo de controle negativo (dia 0), sendo que
as demais aves foram inoculadas com uma suspensio virulenta da estirpe M41 do VBI, contendo 10’
DIE50%/mL, através da inoculacdo de duas gotas via ocular e duas gotas via nasal. Decorridos
intervalos de 5, 10, 15, e 20 dias apds a inoculagdo, grupos de trés aves foram sacrificadas em cada um
desses intervalos, para que fossem colhidas amostras de sangue, através de punc¢do cardiaca e de
secre¢do lacrimal, adicionando-se, por via ocular, duas gotas de glicerina e colhendo-se, logo em
seguida a secre¢@o produzida.

A priori, foi constatado que a infecc@o ou a vacinac¢do de galinhas ou frangos de corte com o
VBI estimulou a producao dos vdrios isdtipos de anticorpos anti-VBI, tanto no soro sanguineo como
na secrec¢do lacrimal, que no caso de IgM da secre¢do lacrimal, sofreram um aumento moderado e
significante ja a partir do 5° dia pds-inoculacdo, sendo que os niveis de anticorpos, tanto deste isétipo,
como dos demais, elevaram-se mais intensamente entre 10 dias a 2 semanas apds a infec¢do ou a
vacinacao seguida ou ndo da revacinacao.

O método indireto de ELISA usando-se a proteina N recombinante produzida em leveduras
(Y-N-ELISA) foi usado com sucesso para a mensuracdo de anticorpos dos isétipos IgG, IgM e IgA,
presentes no soro sanguineo e na secrecao lacrimal de galinhas de postura vacinadas e revacinadas
com a estirpe H120 do VBI. Os resultados demonstraram, para o soro sanguineo que os niveis de
anticorpos aumentaram de forma acentuada, apds a aplicacdo de, no minimo, duas vacinagdes, sendo
que os anticorpos anti-VBI, principalmente do isétipo IgG permaneceram, depois da 10* semana,
elevados, durante praticamente todo o periodo avaliado, declinando para as aves mais velhas com 89
semanas de idade (Figura 1A). Os teores dos anticorpos detectados no soro sanquineo e pertencentes
aos isétipos IgM e IgA também apresentaram aumentos; inclusive a IgM mostrou um aumento mais
precoce, porém, no geral, eles foram de menor magnitudes do que a IgG e, ainda, suas concentragdes
alcancaram uma espécie de platd, revelando mais oscilagdes do que este dltimo isétipo e decaindo a
niveis mais baixos nas aves mais velhas que foram analisadas (Figura 1A).
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Figura 1. Perfis gréificos referentes aos niveis de anticorpos anti-VBI dos isétipos IgG, IgA, IgM,
expressos em valores A/P médios que foram determinados na técnica de Y-N-ELISA, para anticorpos
presentes no soro sanguineo (A) e na secrecdo lacrimal (B) de galinhas de postura vacinadas e
revacinadas em diferentes faixas etdrias (as setas indicam as idades, nas quais as aves foram
vacinadas, no caso 1,3,8,16,24,32,40,48,56,64,72,80 e 88 semanas). Perfis graficos referentes aos
titulos de anticorpos (imunoglobulinas totais e isétipos 1gG, IgA, IgM), expressos em valores A/P
médios, contra o VBI, no soro sanguineo (C) e na secrecdo lacrimal (D) de frangos de corte
submetidos a infec¢do experimental com a estirpe M41 do VBI, sendo as amostras coletadas nos dias
0,5,10,15 e 20 péds-infeccdo e os anticorpos anti-VBI de cada um dos isétipos foram detectados através
do método Y-N-ELISA.A seta indica o dia da infec¢do experimental com a estirpe M41 do VBL

Em relacdo a andlise da produgdo dos isétipos 1gG, IgA e IgM de anticorpos contra a proteina
N do VBI nas amostras de secrecdo lacrimal de aves vacinadas e revacinadas (Figura 1B), verifica-se
que os niveis de tais anticorpos comportaram-se de maneira diferente da que foi observada nas
amostras de soro sanguineo. Explanando melhor, os anticorpos pertencentes ao isétipo IgG mostraram
um aumento significativo em seus niveis, fendmeno este que foi observado no grupo de aves mais
jovens, isto é, com idade de 2 semanas, até a faixa etdria seguinte estudada; isto é, aves com 10
semanas de idade e, a partir dai, tais anticorpos alcancaram uma espécie de platd, em torno do qual
foram registradas ligeiras oscilagdes, até as aves atingirem 71 semanas de idade, ocasido em que foi
houve um decréscimo mais acentuado nos niveis desses mesmos anticorpos. Ja os niveis de anticorpos
da classe IgM se mantiveram, de maneira geral, mais baixos do que o de IgG, porém mesmo assim
apresentaram-se relativamente elevados. Por udltimo, os niveis de anticorpos do isétipo IgA se
mostraram mais reduzidos nas aves mais jovens que foram estudadas, porém, a partir da idade de 32
semanas as suas concentragdes sofreram um significante acréscimo e continuaram se elevando até a
faixa etdria seguinte de 45 semanas de idade e a partir dai, sofreram uma queda marcante, que foi
registrada nos grupos de aves com 71 e 89 semanas de idade.

Os niveis médios de anticorpos anti-VBI de cada um dos trés isétipos de anticorpos
determinados no soro ou na secrec¢do lacrimal de frangos de corte experimentalmente infectados com a
estirpe M41 do VBI, revelaram uma tipica soroconversdo, com os perfis cinéticos sofrendo, a partir do
desafio, aumentos gradativos, que ,ou foram detectados mais precocemente; aos 5 dias pds-desafio
(p-d.), no caso de IgM na secre¢do lacrimal, ou a partir do 10° dia p.d., quando atingiram, para os trés
i1s6tipos estudados, as maiores magnitudes médias (Figura 1). Os niveis desses anticorpos, ou
persistiram elevados, o que ocorreu para os anticorpos do isétitpo IgG presentes no soro sanguineo, ou
revelaram, para o soro sangidineo, um declineo bastante evidente, que foi encontrado para os outros
dois is6tipos de anticorpos (IgM e IgA), enquanto que, na secrecdo lacrimal, todos os trés isétipos de



anticorpos sofreram quedas acentuadas em seus teores, nos dois tltimos intervalos p.d. investigados
(Figura 1C e 1D).

Os resultados do teste Y-N-ELISA aplicados nesse estudo, demonstraram claramente que os
anticorpos gerados nas aves submetidas a infec¢do experimental, ou ainda, & imunizacdo e/ou
revacinacdo com o VBI, apresentam um elevado nivel de reatividade cruzada com a proteina N
recombinante expressa em leveduras. Observagdes muito semelhantes as nossas, foram relatadas com
a proteina N recombinante do VBI expressa em E. coli (NDFUNA et al., 1998), ou com essa mesma
proteina estrutural expressa em células de inseto por meio de baculovirus (CHEN et al., 2003).

A proteina N recombinante preparada, como em nosso estudo, por meio do processo de
clonagem e expressdo em S. cerevisiae, revelou, dessa forma, sua capacidade de se combinar de forma
bastante especifica com anticorpos de galinhas infectadas ou vacinadas com o VBI, sugerindo que sua
integridade antigénica manteve-se intacta e que ela conservou os principais epitopos que estdo
diretamente envolvidos na interagcdo com tais anticorpos.
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