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RESUMO

A Doenca de Marek ¢ uma enfermidade linfoproliferativa das aves, causada por
um alfaherpesvirus e caracterizada pela infiltracdo de células em nervos periféricos,
gbnadas, iris, visceras, musculos e pele. Desde 1970, vacinas atenuadas tém sido
utilizadas como ferramenta principal no controle da doenca. Esse trabalho descreve a
implantacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (gPCR) para a
titulacdo de vacinas contra o virus da doenca de Marek do sorotipo 3, herpesvirus dos
perus (HVT). A gPCR foi comparada com a técnica tradicional de titulacdo, baseada no
cultivo celular de fibroblastos de embrido de galinha. Foram avaliadas trés vacinas vivas
(congeladas, cepa FC126) provenientes de distintos fabricantes. A técnica molecular
apresentou alta correlagéo entre os valores de threshold cycle (CT) e respectivas
diluicBes das vacinas (R* = 0,99), indicando que, dentro desta faixa linear testada (10% a
10* PFU/dose), a qPCR foi capaz de quantificar as vacinas disponiveis no mercado. A
reprodutibilidade da titulagdo em cultivo celular e gPCR foi avaliada pela realizacdo dos
testes em trés dias distintos a partir de ampolas de um mesmo lote da vacina. Os titulos
obtidos por ambos os métodos demonstraram alta reprodutibilidade e coeréncia com o
fornecido pelo fabricante. Caracterizou-se também a proporcdo de virus livres e
associados as células, onde foi observado que, pelo menos, 90% dos virus encontravam-
se na forma associada. Este trabalho indicou que a gPCR é reprodutivel, rdpida e menos
trabalhosa do que a titulacdo em cultivo celular tradicionalmente utilizada.



ABSTRACT

Marek’s disease is a lymphoproliferative disease of chickens caused by an
alphaherpesvirus and characterized by infiltration of cells in peripheral nerves, gonads,
iris, various viscera, muscle and skin. Since 1970, attenuated vaccines have been used
as the main tool for the control of the disease. This work describes the implementation
of a real-time PCR (qPCR) assay and its applicability in the titration of vaccines based
on serotype 3 (HVT) of Marek’s disease virus. The gPCR assay was compared with the
traditional titration technique based on embryo fibroblast cell culture. Three live frozen
vaccines commercialized by three different laboratories (frozen, FC126 strain) were
tested. The qPCR assay threshold cycle (CT) values were proportional to the vaccine
dilutions. The analysis of the three vaccines produced a R“0.99 indicating qPCR as a
valuable tool to titrate commercial vaccines in the dilutions tested in this work (10°
until 10* plaque forming units/dose). To confirm the precision (reproducibility) of the
two assays, three ampoules from the same batch were tested in different days in
independent experiments. Both techniques, cell culture and qPCR, were highly
reproducible. Also, the titers from both methods were similar to the titers indicated by
the manufacturers. The evaluation of the proportion of cell-free and cell-associated
virus in the vaccines through qPCR showed that at least 90% of the virus was in the
cell-associated form. The gPCR assay reported here was effective, reproducible, fast
and easier to process than the cell culture titration usually performed.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Das espécies domésticas exploradas comercialmente pelo homem, a galinha
(Gallus gallus) é a que mais recebe o emprego de praticas de criagdo, como
concentracdo da producédo e integracdo vertical. Para isto, sdo incorporadas modernas
metodologias cientificas que visam uma melhor compreensdo das interacdes entre
genética, producdo, meio ambiente, manejo, nutricdo, satde de rebanho e salde publica
(SESTI, 2004).

A indGstria avicola brasileira tem conseguido alinhar tecnologia, estruturas
produtivas e condic¢des naturais favoraveis para produzir um dos melhores frangos do
mundo nos quesitos qualidade e custo (SONCINI, 2004). O pais dispde de um sistema
de integracdo competente que concilia a eficiéncia produtiva dos avicultores com a
capacidade de producdo em escala dos frigorificos, sendo 80% da producdo avicola
nacional integrada a agroindustria (AVICULTURA..., 2004).

O Brasil é hoje o maior exportador mundial de frangos em receita e o segundo
em volume, comercializando seus produtos para mais de 120 paises. O faturamento do
setor avicola brasileiro é igual a 1,5% do PIB nacional (MARSHALL, 2004). Conforme
dados preliminares da Associacdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frangos
(ABEF), o Brasil foi o terceiro maior produtor mundial de carnes de frango no ano de
2004, com uma producéo de 8,4 milhdes de toneladas.

Aliada ao crescimento mundial e a modernizagdo da industria avicola esta a
evidente necessidade de uma maior atencdo a satde dos plantéis, principalmente, devido
ao fato da producdo de frangos ocorrer em sistemas intensivos de criacdo, com uma alta
densidade animal em uma determinada area geogréfica. Isso representa uma situacéo
favoravel para a multiplicagdo, disseminacdo e perpetuacdo de varios patdgenos e a
ocorréncia de surtos de enfermidades que acarretam elevados prejuizos econdmicos a
industria avicola (SESTI, 2004).

Nesse contexto, as enfermidades virais recebem especial atencdo, a exemplo da
doenca de Marek, uma doenca linfoproliferativa das aves causada por um herpesvirus e
caracterizada pela infiltracdo de células em um ou mais dos nervos periféricos, gbnadas,
iris, visceras, musculos e pele (WITTER; SCHAT, 2003). Essa doenca tem um grande
impacto econdmico na inddstria avicola em funcdo dos custos de vacinagdo,
mortalidade, condenacdes de carcacas e diminui¢do na producgédo de ovos (LANDMAN;
VERSCHUREN, 2003).
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A doenca de Marek foi descrita pela primeira vez em 1907 por Jozsef Marek, na
Hungria, como uma paralisia das aves causada pela infiltragdo mononuclear no plexo do
nervo ciatico (MAREK apud WITTER; SCHAT, 2003). Alguns anos depois, com 0s
trabalhos de Pappenheimer et al. (1926, apud WITTER; SCHAT, 2003), ficou
conhecida a natureza linfoproliferativa das lesdes nos nervos periféricos e ganglio
espinhal e as neoplasias linfoides dos ovarios e em outros 0rgaos viscerais.

Inicialmente, o virus da doenca de Marek (MDV) foi classificado dentro da
subfamilia Gamaherpesvirinae por possuir tropismo por linfocitos, além de outras
propriedades bioldgicas especificas. Mais recentemente, com a caracterizagdo da
estrutura molecular e organizagdo gendémica, o MDV foi incluido na subfamilia
Alphaherpesviridae (WITTER; SCHAT, 2003) e um novo género foi criado devido as
propriedades genéticas e bioldgicas distintas deste grupo: Marek’s disease-like viruses
(VAN REGENMORTEL et al. 1999, apud BAATEN; BUTTER; DAVISON, 2004)

As particulas virais do MDV séo tipicas dos herpesvirus, sendo os virions
encontrados no nucleo e, mais raramente, no citoplasma e espacos extracelulares. Os
nucleocapsideos medem de 85 a 100 nm, e as particulas envelopadas tém 150 a 160 nm
de didmetro. As particulas virais preparadas do epitélio do foliculo da pena medem 273
a 400 nm, e possuem uma aparéncia amorfa. O MDV possui genoma linear com
moléculas de DNA fita dupla de, aproximadamente, 160 a 180 mil pares de bases
(WITTER; SCHAT, 2003) que se supde codificar para 103 proteinas (TULMAN et al.,
2000).

Trés sorotipos do MDV séo descritos na literatura baseados no reconhecimento
de epitopos comuns e distintos para cada sorotipo através de testes de virus
neutralizacdo, precipitacdo em &gar gel e imunofluorescéncia. O sorotipo 1 inclui as
amostras oncogénicas e virulentas do virus, como a RB1B, Md5 e GA e também, a
naturalmente avirulenta CVI 988 (Rispens), a qual € amplamente utilizada como vacina.
O sorotipo 2 compreende os virus isolados de galinhas clinicamente normais e sdo
amostras apatogénicas ou de baixa patogenicidade, como a SB-1. O sorotipo 3 inclui 0s
herpesvirus isolados de perus (HVT) que sdo utilizados na forma de vacinas contra a
doenca de Marek em galinhas (KAWAMURA; KING; ANDERSON, 1969;
OKASAKI; PURCHASE; BURMESTER, 1970; RISPENS et al., 1972a; RISPENS et
al., 1972b). As amostras do sorotipo 1 sdo ainda divididas em patotipos, referenciados
como mild (m)MDV, virulent (v)MDV, very virulent (vww)MDV, e very virulent plus
(vww+)MDV (WITTER; SCHAT, 2003).
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A replicacdo dos trés sorotipos do MDV é semelhante a outros herpesvirus
associados as células. A infeccéo inicial por virions envelopados, associados ou nao as
células, ocorre pela adsorcdo e penetracdo nas células susceptiveis. A transferéncia da
infeccdo célula a célula é aumentada pela formagdo de pontes intracelulares e esse é,
provavelmente, o principal modo de disseminagéo do virus in vitro e in vivo. Trés tipos
gerais de interacdo virus/célula sdo reconhecidos: produtiva, latente e transformante
(WITTER; SCHAT, 2003).

Na infeccdo produtiva ocorre replicagdo do DNA viral e sintese de proteinas.
Quando a infec¢do ocorre no epitélio do foliculo de penas ocorre a producdo de um
grande ndmero de virions infecciosos completamente envelopados e é denominada
“completamente produtiva”. Esta difere da infeccdo “produtiva restritiva” onde a
maioria dos virions ndo é envelopada e nem infecciosa, replicando em linfocitos B,
algumas células epiteliais e em culturas de células (WITTER; SCHAT, 2003).

A infeccdo latente é definida pela presenca de DNA viral e auséncia de
transcritos virais. A infec¢do ndo é produtiva e pode ser detectada através de métodos
moleculares e pela reativagdo do genoma viral, como o cultivo in vitro (WITTER,;
SCHAT, 2003).

A infeccdo transformante ocorre somente em células infectadas com o sorotipo 1
do MDV. O fendtipo transformado é caracterizado pela expressdo limitada de alguns
genes do MDV, o que dificulta a diferenciacdo com a infeccéo latente. O principal, e
muitas vezes o Unico, antigeno viral produzido pelas células transformadas é o pp38.
Essas células também expressam um antigeno associado a superficie de tumores
(MATSA), codificado pelas proprias células, o qual é importante para o diagnostico
diferencial da doenca de Marek (WITTER; SCHAT, 2003).

Em culturas de células, a penetracdo viral ocorre dentro de uma hora apds a
inoculacdo do virus no tapete celular e esse tempo é aumentado para o sorotipo 1 por
fatores como acido etilenodiaminotetracético - EDTA (ADLDINGER; CALNEK, 1972
apud WITTER; SCHAT, 2003). A difusdo subsequente da infeccdo para outras células
ocorre por contato direto com as células infectadas e a transferéncia do virus,
provavelmente, ¢ acompanhada pela formacdo de pontes intracelulares (WITTER;
SCHAT, 2003). Estudos recentes sugerem que as proteinas virais gE e gl possam ser
importantes para a transferéncia do virus a partir de células infectadas para células ndo

infectadas (SCHUMACHER et al., 2001). As taxas de replicagdo viral variam com o
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sorotipo do virus, nivel de passagem celular da amostra do virus, tipo de célula e
temperatura de incubacdo (WITTER et al., 1990).

A principal forma de transmissdo natural da doenca de Marek € pelo contato
direto e indireto entre as galinhas. O MDV associado as penas e excretas é a principal
fonte de infeccdo e permanece contaminando galpdes por muitos meses. As aves
comecam a excretar o0 virus por volta de duas semanas apés a sua inoculacdo, sendo o
nivel maximo na terceira e quinta semanas (WITTER; SCHAT, 2003). Uma vez
infectadas, as galinhas parecem excretar indefinidamente o virus (WITTER et al.,
1971). A transmissao vertical do virus ndo ocorre (SOLOMON; WITTER, 1973) e a
transmissdo para a progénie através da contaminacdo externa do ovo é pouco provavel
em funcdo da baixa sobrevivéncia do virus aos niveis de temperatura e umidade
utilizados durante o periodo de incubacdo dos ovos (CALNEK; HITCHNER, 1973).

De acordo com Shek et al. (1983, apud MORIMURA et al., 1998), as galinhas
sdo, normalmente, infectadas pelo MDYV durante as primeiras semanas de vida. Os virus
oncogénicos livres de células infectam naturalmente as galinhas via trato respiratério e
chegam aos oOrgdos linféides, provavelmente, através de macrofagos alveolares. Nos
orgdos linféides, o MDV, inicialmente, causa uma infec¢do citolitica de células B,
induzindo a uma depressao da imunidade humoral (PAYNE; FRANZIER; POWELL,
1976 apud MORIMURA et al., 1998). Depois da fase citolitica, 0 MDV estabelece a
infeccdo latente em linfdcitos, principalmente células T CD4+; embora células T CD8+
e células B também possam estar envolvidas (WITTER; SCHAT, 2003). Durante a fase
latente, as células T séo transformadas e desenvolvem tumores em varios 0rgaos
viscerais em 2 a 3 semanas ap0s a infeccdo. Sugere-se que a infeccdo citolitica de
células B ativa as células T, sendo essa ativacdo de células T um pré-requisito para a
infeccdo e transformacdo das células (ROSS, 1999).

As galinhas sdo os hospedeiros naturais mais importantes para a doenca de
Marek, embora codornas, perus e faisbes sejam também susceptiveis a infec¢do pelo
MDYV e desenvolvimento da doenca (WITTER; SCHAT, 2003). Praticamente todas as
galinhas, incluindo aves nativas e aves selvagens, sdo susceptiveis a infeccao pelo MDV
e desenvolvimento de tumores (CHO; KENZY, 1975). A maioria das outras espécies de
aves, incluindo patos, pardais, perdizes e pombos é, provavelmente, refrataria; embora
patos inoculados com o0 MDV tenham desenvolvido anticorpos (KENZY; CHO, 1969).
Mamiferos, incluindo varias espécies de primatas, também sdo refratarios a inoculagdo

experimental. Camundongos inoculados com células tumorais provenientes de aves que
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desenvolveram a doenca de Marek a campo tiveram uma alta taxa de neoplasias,
contudo o papel etiolégico do MDV nesses tumores ndo foi determinado (WITTER;
SCHAT, 2003).

Os sinais clinicos associados com a doenca de Marek variam de acordo com a
sindrome especifica. Em geral, os sinais relacionados com a disfuncdo dos nervos
periféricos sdo aqueles associados com paresia seguida de paralisia espastica completa
de uma ou mais das extremidades. O envolvimento do nervo vago pode levar a
disfungéo do papo, o qual pode aumentar muito de volume. A incoordenacdo e posturas
incomuns das aves sdo, normalmente, os primeiros sinais observados em funcdo dos
distdrbios locomotores presentes na doenca de Marek (CANAL; SILVA, 2000).

Um sinal clinico particularmente observado nas aves como resultado da paresia
unilateral ou paralisia das patas é o estiramento de uma das patas da ave para frente e
outra para tras do tronco. A sindrome da paralisia transitoria foi descrita e reproduzida,
embora ndo ocorra com frequéncia desde que a vacinacao tem sido empregada. Existem
duas formas dessa sindrome, a classica e a aguda. Na forma classica, as galinhas
afetadas mostram graus variados de ataxia e paralisia flacida do pescogo ou membros
que iniciam 8 a 12 dias apds a inoculacdo do virus e duram 1 a 2 dias. Algumas aves
recuperam-se e podem, posteriormente, morrer em decorréncia da doenca de Marek
clinica. A forma aguda resulta em morte das aves 24 a 72 horas ap0s o inicio dos sinais
de paralisia (WITTER et al., 1999).

A sindrome de mortalidade precoce resulta em alta mortalidade, observada 8 a
10 dias apos a infeccdo de aves jovens com amostras virulentas do MDV (WITTER,;
SHARMA; FADLY, 1980). As aves apresentam severa depressdo e morrem 48 horas
apos o inicio dos sinais. Galinhas com envolvimento ocular podem evidenciar cegueira,
uni ou bilateral. A cegueira pode ser um resultado do envolvimento da iris e perda da
habilidade de adequacdo a intensidade de luz. A pupila pode tornar-se irregular e, em
estadios adiantados, torna-se somente um pequeno ponto (WITTER; SCHAT, 2003).

Sinais clinicos ndo especificos, como perda de peso, anorexia e diarréia, podem
ser observados, especialmente, em aves em que o curso da doenca é prolongado. Muitas
vezes as aves morrem em decorréncia da inanigdo por ndo conseguirem se deslocar até
0s comedouros e bebedouros (WITTER; SCHAT, 2003).

O MDYV esta presente em todos 0s paises do mundo, principalmente naqueles em
que a avicultura industrial se faz presente. A incidéncia da doenca de Marek € bastante

variavel entre os lotes comerciais de aves. Antes da utilizacdo de vacinas, a mortalidade
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nos lotes afetados variava de poucas aves até 30% e, ocasionalmente, 60%. Atualmente,
a maioria dos lotes de poedeiras é vacinada, 0 que reduziu as perdas para menos de 5%
na maioria dos paises. Nos frangos de corte, que também sdo vacinados em muitos
paises, a mortalidade varia de 0,1 a 0,5% e as condenagdes de 0,2% ou mais (WITTER;
SCHAT, 2003).

Varios fatores relacionados ao virus, hospedeiro e meio ambiente influenciam as
perdas nos lotes afetados com a doenca de Marek. Cepas do virus associadas com surtos
agudos da doenca de Marek sdo mais virulentas, causam uma maior incidéncia da
doenca e mais linfomas viscerais do que as cepas associadas a forma classica (CANAL;
SILVA, 2000). Na Coreia, em 1997, por exemplo, o0 aumento repentino da doenca de
Marek foi relacionado com o aumento da viruléncia do virus (SUNG, 2002). Em geral,
as cepas mais virulentas podem causar sindrome de mortalidade precoce (WITTER;
SHARMA,; FADLY, 1980) e a infeccdo com as cepas vv+ pode resultar em dano
prolongado ou permanente dos tecidos linféides (CALNEK et al., 1998), o que é,
provavelmente, consequiéncia da prolongada replicacdo do virus, resultando em
auséncia de laténcia (YUNIS, JAROSINSKI, SCHAT, 2004; JAROSINSKI et al.,
2002).

Witter e colaboradores (1999), baseados nos sinais clinicos e na histopatologia
de aves inoculadas com cepas altamente virulentas do MDV, determinaram uma nova
forma aguda da paralisia transitoria, sendo diferenciada da paralisia transitoria classica
por sua natureza mais aguda e pela auséncia, quase total, de recuperacdo espontanea das
aves. Além da paralisia transitoria classica e paralisia transitéria aguda, Gimeno et al.
(1999) observaram duas novas sindromes neuroldgicas, as quais sao influenciadas pela
linhagem das aves e pat6tipo do virus, sendo denominadas de enfermidade neurolégica
persistente e paralisia tardia. Mais recentemente, um novo sistema de classificagcdo do
MDYV, baseado na resposta neurolégica induzida pelo mesmo, foi proposto (GIMENO
etal., 2002).

Vaérios trabalhos relacionando a resisténcia genética das aves para a doenca de
Marek estdo disponiveis na literatura. Dois loci genéticos distintos que tém um
importante papel no controle da resisténcia a doenca de Marek foram identificados. A
melhor associacdo caracterizada da resisténcia genética envolve o complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) das galinhas e a mais notavel é a associagdo com
o alelo B* (LONGENECKER et al., 1977 apud VENUGOPAL, 2000). Um segundo

tipo de resisténcia associada com genes que ndo do MHC foi observado em galinhas da
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linhagem RPL 6; e 7, ambas homozigotas para o0 mesmo alelo do MHC, que
demonstraram uma diferenca acentuada na susceptibilidade a doenca (COLE, 1968
apud VENUGOPAL, 2000).

Burgess e colaboradores (2001), utilizando aves resistentes & doenca de Marek
da linhagem N com haplétipo MHC B# e da linhagem 6, com haplétipo MHC B? e aves
susceptiveis da linhagem 7, com haplétipo MHC B? e da linhagem 151 com haplétipo
MHC B, observaram diferencas na susceptibilidade & doenca gendtipo-dependente,
quando infectadas com a cepa HPRS-16 do MDV. Essa resisténcia genotipo-dependente
ocorreu nas fases citolitica, latente e tumoral da doenca.

Os trabalhos de Xing e Schat (2000) demonstraram que as culturas de
fibroblastos de embrido de galinha obtidas da linhagem N2a possuem um maior
potencial de producdo de Oxido nitrico do que as culturas obtidas de galinhas da
linhagem P2a quando tratadas com interferon gama recombinante de galinhas e
lipopolisacarideo (LPS), sugerindo que o Oxido nitrico pode ser um dos fatores
envolvidos na resisténcia genética para a doenca de Marek. Jarosinski et al. (2002)
desafiaram aves com cepas atenuadas a muito virulentas do MDV e observaram que as
cepas virulentas induziram niveis altos de producdo de 6xido nitrico no plasma dessas
aves. Esses resultados sugerem que o Oxido tem algum papel na patogénese da doenca
guando a mesma é ocasionada por cepas virulentas.

Djeraba et al. (2002) demonstraram que o interferon gama pode mediar a
inibicdo da replicacdo do MDV através do 6xido nitrico. Levy et al. (2003) sugeriram
que a capacidade do interferon gama de regular o efeito inibitério do MDV oncogénico
no MHC classe | desencadeia um importante papel na imunidade anti-MDV em
galinhas. Fatores ambientais e infecgdes intercorrentes também afetam a incidéncia e a
severidade da doenga de Marek, como altas concentracbes de aves, micotoxinas e
infeccdes com outros virus imunodepressores como, por exemplo, o virus da anemia das
galinhas (CANAL; SILVA, 2000).

Apos a infeccdo pelo MDV, uma resposta imune humoral e mediada por células
desenvolve-se nas aves imunocompetentes. Estas respostas podem ser direcionadas
contra um grande numero de antigenos do virus e do tumor do préprio hospedeiro
(CANAL,; SILVA, 2000). Anticorpos virus neutralizantes e precipitantes podem ser
detectados em galinhas uma a duas semanas apés o contato com o virus e persistem
durante toda a vida da ave. A maioria dos anticorpos ndo é relevante para uma resposta

imune protetora contra a doenca de Marek porque detectam proteinas ndo estruturais ou
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proteinas que ndo sdo expressas no envelope viral ou na superficie de celulas infectadas
pelo virus. Anticorpos virus neutralizantes sdo importantes somente quando galinhas
sdo infectadas com virus livres de células ou quando proteinas do MDYV sdo expressas
na superficie de células (WITTER; SCHAT, 2003).

Os anticorpos maternos reduzem a infeccdo citolitica (BURGOYNE; WITTER,
1973; CALNEK; SMITH, 1972) e podem interferir na imunidade vacinal por
neutralizar a vacina antes que esta tenha induzido resposta imune (BAATEN; BUTTER,;
DAVIDSON, 2004). A resisténcia inata provida por células natural killer, macréfagos e
citocinas podem ser importantes no controle da doenca. Devido a resposta de anticorpos
ndo ser necessaria para a resisténcia a doenca de Marek, deduz-se que a imunidade
mediada por células seja importante, visto que células T e imunidade vacinal sdo
necessarias para a protecdo (CANAL; SILVA, 2000).

Vacinas com virus vivos, seja o HVT, sorotipo 2, ou sorotipo 1 atenuado;
protegem contra a replicacdo precoce dos virus virulentos nos oOrgaos linféides e
reduzem o nivel de infeccdo latente. As vacinas ndo previnem a infeccdo ou a
eliminacdo do MDV virulento, mas evitam a formacdo de tumores. As vacinas
inativadas induzem somente resposta de anticorpos. Embora essas vacinas estimulem
niveis variaveis de protecdo, ndo estd claro se a resposta imune é direcionada contra
aloantigenos expressos nas células tumorais ou contra antigenos virais. O MDV também
causa uma depressdo da resposta imune das aves, alterando a susceptibilidade das
mesmas a outros patogenos (WITTER; SCHAT, 2003).

O diagnostico da doenca de Marek é feito com base nos sinais clinicos, lesdes
micro e macroscopicas, mortalidade, morbidade e idade das aves, entre outros. Sdo
comuns o aumento do diametro dos nervos periféricos e os linfomas viscerais em aves
com a doenca de Marek; no entanto, essas lesdes ndo sdo patognomonicas. Assim,
outros critérios, como a idade das aves e a localizacao das les6es, devem ser levados em
consideracdo. Historicamente, as aves sdo consideradas positivas para a doenca de
Marek quando um dos seguintes achados estiver presente: aumento do volume dos
nervos periféricos; tumores linfoides em varios tecidos de aves com menos de 16
semanas, como no figado, pele, coracdo, génadas, proventriculo e musculos; tumores
linfoides em aves com mais de 16 semanas sem o envolvimento da bolsa de Fabricius;
descoloracdo da iris e irregularidade da pupila. No entanto, o diagnostico baseado
somente nos critérios patoldgicos da doenca ndo pode ser considerado definitivo e testes
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laboratoriais devem ser incluidos para auxiliar na identificagdo da doenca de Marek
(WITTER; SCHAT, 2003).

O exame histologico de secbes de tecidos corados com hematoxilina e eosina
revela uma populacdo mista de linfdcitos pequenos e grandes, linfoblastos, plasmdcitos
e macrofagos em tumores da doenca de Marek. A proporcdo do tipo de célula em
tumores varia com o estadio da doenca e com a viruléncia do virus. Células CD4+,
marcador celular AV37 e MATSA sdo normalmente encontrados nas células tumorais
presentes na doencga de Marek (WITTER; SCHAT, 2003).

A deteccdo de anticorpos especificos no soro de galinhas é Gtil em estudos da
patogénese viral e para monitoramento de lotes livres de patdgenos especificos. Esses
anticorpos podem ser detectados através de testes como virus neutralizacdo, agar gel
precipitacdo, imunofluorescéncia e ELISA. No entanto, nenhum desses testes diferencia
anticorpos contra os trés sorotipos do virus (WITTER; SCHAT, 2003).

A deteccdo de antigenos virais pode ser feita usando preferencialmente
anticorpos monoclonais preparados contra epitopos comuns e especificos aos trés
sorotipos. Os antigenos virais podem ser detectados no epitélio do foliculo da pena,
tecidos linfoides infectados citoliticamente, cérebro ou culturas de células infectadas
através do uso de anticorpos apropriados para testes de imunofluorescéncia,
imunohistoquimica, precipitacdo em agar gel e ELISA (WITTER; SCHAT, 2003).
Antigenos virais, como pp38 ou meq, podem ser detectados em células tumorais por
imunohistoquimica ou imunofluorescéncia. A técnica de hibridizacdo in situ e a reacao
em cadeia da polimerase (PCR) sdo utilizadas para detectar o DNA do MDV em células
tumorais (ROSS et al., 1997). Particulas de herpesvirus podem ser detectadas por
microscopia eletrdnica no epitélio do foliculo da pena e em células infectadas
produtivamente in vitro (CALNEK; ADLDINGER; KAHN, 1970). O MDV pode ser
detectado a partir de um a dois dias ap0s a infeccdo ou cinco dias ap0s a exposicao e dai
até o fim de vida da ave (WITTER; SCHAT, 2003).

O MDV pode ser isolado e multiplicado em cultivos celulares para posterior
caracterizacdo ou producdo de vacinas (CANAL; SILVA, 2000). Devido a forte
associacdo do virus com células, células vidveis sdo o inoculo preferido, embora
preparacoes livres de células da pele, excretas e foliculo da pena possam conter 0 MDV
infeccioso (CALNEK; ADLDINGER; KAHN, 1970). As células de rim de galinhas e
fibroblastos de embribes de patos sé@o os substratos preferidos para o isolamento

primario do sorotipo 1 do MDV, enquanto que células de fibroblastos de embrides de
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galinhas normalmente sdo usadas para o isolamento do sorotipo 2 e 3, como também
para o isolamento de amostras de vacinas atenuadas do sorotipo 1. As placas de lise
celular, caracterizadas por grupos de células arredondadas e refratarias induzidas nessas
culturas pelos diferentes sorotipos, podem ser distinguidas morfologicamente com
alguma préatica (WITTER, 1983). Contudo, a deteccdo e caracterizagdo por anticorpos
monoclonais especificos para o sorotipo promovem uma diferenciacdo mais acurada
(WITTER; SCHAT, 2003). O tempo 6timo para observacao das placas de lise varia com
o tipo de célula utilizada e com o sorotipo do virus (WITTER; SCHAT, 2003).

Testes de PCR qualitativo, semiquantitativo e quantitativo séo utilizados para
detectar e tipificar o MDV (BECKER et al., 1992; DAVIDSON; BORENSHTEIN;
WEISMAN, 2002; BORENSHTEIN; DAVIDSON, 1999; BUMSTEAD et al., 1997;
REDDY; WITTER; GIMENO, 2000; HANDBERG; NIELSEN; JORGENSEN, 2001,
BURGESS; DAVISON, 1999). Nos ultimos anos, a PCR em tempo real tem emergido
como uma técnica importante para a analise e quantificacdo de acidos nucleicos de
varios patégenos virais (MACKAY; ARDEN; NITSCHE, 2002). Varios trabalhos na
area da virologia humana e animal sdo publicados validando a tecnologia da PCR em
tempo real e muitas estratégias para a deteccdo do DNA/RNA viral sdo baseadas no uso
de sistema TagMan (NIESTERS, 2001). A PCR em tempo real € cada vez mais
preferida a PCR convencional por ndo requerer manipulaces laboriosas apos a
amplificagdo das amostras, sendo os resultados gerados dentro de poucas horas. Uma
sonda fluorogénica desenhada para anelar especificamente entre dois primers na
sequéncia alvo é clivada a cada ciclo de extensao, liberando o fluorocromo que permite
que os produtos amplificados sejam quantificados no momento em que sdo gerados.
Assim, ndo é utilizada a eletroforese para quantificar o amplicon. Outras vantagens da
técnica incluem a sensibilidade aumentada, o uso do sistema em tubos fechados que
reduz os riscos de contaminacdo, a habilidade de realizar reagbes multiplas
simultaneamente (BAIGENT et al., 2005; NIESTERS, 2001). Na literatura, existem
trabalhos que descrevem a utilizacdo da PCR em tempo real para quantificacdo do
MDYV (ISLAM et al., 2004; BAIEGENT et al., 2005).

N&o existe nenhum tratamento efetivo para a doenca de Marek. Portanto,
medidas de controle e prevencdo devem ser adotadas para diminuir os prejuizos da
infeccdo pelo MDV. A vacinacao representa a estratégia central para a prevencdo e o
controle da doenca, contudo, a selecdo genética e as préaticas de biosseguridade também
sdo importantes (CANAL; SILVA, 2000).
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Existem vacinas para a doenca de Marek baseadas nos trés sorotipos virais,
combinagOes destes sorotipos, e vacinas de DNA recombinante estdo em estudo
(OKAZAKI; PURCHASE; BURMESTER, 1970; RISPENS et al., 1972a; RISPENS et
al., 1972b; WITTER et al., 1984; WITTER, 1991; REDDY et al., 1996; ROSS, 1998;
SAKAGUCHI et al., 1998; TISCHER et al., 2002). Os virus do sorotipo 1 atenuados,
normalmente, induzem uma resposta imune mais efetiva quando comparados aos
demais sorotipos, provavelmente, em funcdo de sua similaridade antigénica com as
amostras oncogénicas. Isolados naturalmente avirulentos do sorotipo 2 tém sido
utilizados combinados ao HVT, devido a atividade sinérgica entre os sorotipos 2 e 3 na
inducdo de imunidade protetora (WITTER, 1998). Vacinas de DNA recombinante,
como a do virus da bouba aviaria que expressa a proteina gB do sorotipo 1 do MDV,
tém demonstrado niveis significativos de protecdo (NAZERIAN et al., 1992). O HVT
recombinante que expressa os antigenos F e HN do virus da doenga de Newcastle, bem
como as proteinas gC e gB do sorotipo 1 do MDV, quando administrado in ovo,
protegeu as aves contra a doenca de Newcastle sistémica e também contra o desafio
com a cepa RB1B do MDV (REDDY et al., 1996).

As vacinas do sorotipo 1 e 2 sdo disponiveis somente na forma associada a
células, enquanto que as vacinas do sorotipo 3 (HVT) sdo disponiveis tanto na forma
associada a células como na forma livre (WITTER; SCHAT, 2003). As vacinas contra a
doencga de Marek, geralmente, sdo bastante efetivas e, freqientemente, induzem altos
niveis de protecdo em condi¢cdes comerciais. No entanto, 0 aumento progressivo da
viruléncia das amostras de campo do MDV e a exposi¢cdo precoce das aves aos virus
virulentos de campo fazem com que haja risco de uma cobertura vacinal incompleta
(WITTER; SCHAT, 2003).

As vacinas sdo, normalmente, administradas apos a eclosdo, por via parenteral,
em doses usualmente maiores que 1.000 unidades formadoras de placas (PFU)
(CANAL; SILVA, 2000). Estudos tém demonstrado que o uso de doses mais altas da
vacina ou a pratica de revacinacao das aves oferecem pouca melhora nos resultados, ndo
sendo, portanto, justificavel sua utilizacdo (BALL; LYMAN, 1977). As vacinas também
sdo efetivas quando administradas em embrides com 18 dias de incubacdo,
principalmente, por acelerar o desenvolvimento da imunidade em alguns dias antes da
eclosdo (SHARMA; BURMESTER, 1982). Apds a administracdo das vacinas, Sao
necessarios até sete dias para que uma imunidade solida seja estabelecida nas aves

(CANAL,; SILVA, 2000). Para assegurar que doses adequadas da vacina sejam
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administradas as aves, a correta manipulacdo das mesmas € crucial durante o
descongelamento, reconstituicédo e aplicacdo (HALVORSON; MITCHELL, 1979).

Este trabalho teve como objetivo implantar a técnica de PCR em tempo real
(gPCR) para a quantificagdo de MDV sorotipo 3 em vacinas e averiguar o potencial
deste método no controle de qualidade dos titulos das mesmas. Para isto, a gPCR foi
comparada com a técnica tradicional de titulacdo da vacina HVT baseada no cultivo

celular de fibroblastos de embrido de galinha.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

2.1 Titulac&o de vacinas contra o sorotipo 3 do virus da doenca de Marek por PCR
em tempo real

Trabalho que serd submetido a Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.
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ABSTRACT.- J. Griebeler, N. Ikuta, T.R. Boeira, C.R. Rodenbusch, L.L. de
Almeida, V.R. Lunge, A.S.K. Fonseca, C.W. Canal. 2005. [Titration of Marek’s
disease virus serotype 3 vaccines through real-time PCR]. Titulacdo de vacinas
contra o sorotipo 3 do virus da doenca de Marek por PCR em tempo real. Pesquisa
Veterinaria Brasileira XX(X):XX-XX. Laboratério de Virologia, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090,
Porto Alegre, RS 91540-000, Brasil. E-mail: claudio.canal@ufrgs.br

This paper describes the implantation of a real-time PCR (qPCR) assay and its
applicability in the titration of vaccines based on serotype 3 (HVT) of Marek’s disease
virus. The gPCR assay was compared with the traditional titration technique based on
embryo fibroblast cell culture. Three live frozen vaccines commercialized by three
different laboratories were tested. The gPCR assay threshold cycle (CT) values were
proportional to the vaccine dilutions. The three vaccines produced a R? 0.99 indicating
that is possible to titrate any vaccine commercialized in the dilution ratios used (10°
until 10* plaque forming units/dose) through gPCR. To confirm the precision
(reproducibility) of the two assays, three ampoules from the same batch were tested in
different days. Both techniques, cell culture and qPCR, were highly reproducible. Also,
the titers from both methods were similar to the titers indicated by the manufacturers.
The evaluation of the proportion of cell-free and cell-associated virus in the vaccines
through gPCR showed that at least 90% of the virus was in the cell-associated form.
The qPCR assay reported here was effective, reproducible, fast and easier to process

than the cell culture titration usually performed.

Index terms: titration, Marek disease virus, vaccine, HVT, cell culture, PCR.

RESUMO.- Esse trabalho descreve a implantacdo da Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (QPCR) para a titulagdo de vacinas contra o virus da doenca
de Marek do sorotipo 3, herpesvirus dos perus (HVT). A gPCR foi comparada com a
técnica tradicional de titulagdo, baseada no cultivo celular de fibroblastos de embrido de
galinha. Foram avaliadas trés vacinas vivas (congeladas, cepa FC126) provenientes de
distintos fabricantes. A técnica molecular apresentou alta correlagdo entre os valores de
threshold cycle (CT) e respectivas diluicdes das vacinas (R* = 0,99), indicando que,

dentro desta faixa linear testada (10> a 10* PFU/dose), a qPCR foi capaz de quantificar
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as vacinais disponiveis no mercado. A reprodutibilidade da titulagdo em cultivo celular
e gPCR foi avaliada pela realizagcdo dos testes em trés dias distintos a partir de ampolas
de um mesmo lote da vacina. Os titulos obtidos por ambos os métodos demonstraram
alta reprodutibilidade e coeréncia com o fornecido pelo fabricante. Caracterizou-se
também a proporcéo de virus livres e associados as células, onde foi observado que,
pelo menos, 90% dos virus encontram-se na forma associada. Este trabalho indica que a
gPCR é reprodutivel, rapida e menos trabalhosa do que a titulagdo em cultivo celular

tradicionalmente utilizada.

Termos de indexacdo: titulacdo, virus da doenca de Marek, vacina, HVT, cultivo

celular, gPCR.
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INTRODUCAO

A doenca de Marek € uma enfermidade linfoproliferativa das aves causada por
um alfaherpesvirus e caracterizada pela infiltracdo de células em nervos periféricos,
gbnadas, iris, visceras, musculos e pele (Witter & Schat 2003). Essa doenca tem um
grande impacto econdmico na industria avicola em fungdo dos custos de vacinagéo,
mortalidade, condenacgdes de carcacgas e diminuicdo na producdo de ovos (Landman &
Verschuren 2003).

O desenvolvimento de vacinas para o controle da doenca de Marek ocorreu no
final da década de 60 e representou um grande avango nas pesquisas de patologia
aviaria e oncologia, ja que foi a primeira vacina efetiva contra o cancer em todas as
especies (Canal & Silva 2000). Atualmente, existem vacinas para a doenca de Marek
baseadas nos trés sorotipos virais (Okazaki et al. 1970, Rispens et al. 1972a, Rispens et
al. 1972b, Witter et al. 1984, Witter 1991) e vacinas de DNA recombinante estdo sendo
desenvolvidas (Reddy et al. 1996, Ross 1998, Sakaguchi et al. 1998, Tischer et al.
2002).

As vacinas contra a doenca de Marek sdo produzidas e tituladas em
monocamadas de cultura de fibroblastos de embrido de galinha (FEG) obtidas a partir
de ovos livres de patogenos especificos (SPF) ou em linhagem de células (BRASIL,
1997). De forma geral, as empresas avicolas que utilizam as vacinas ndo controlam os
titulos virais, j& que a técnica é demorada, necessitando de, em média, sete dias, além de
ser de dificil execucdo no que diz respeito a disponibilidade de ovos SPF e estrutura
laboratorial para cultivo celular, entre outros fatores. Além disso, cada empresa
produtora de vacina utiliza um protocolo proprio para controle de qualidade dos titulos
das mesmas, o que dificulta a comparacdo dos resultados. A determinacdo dos titulos
virais é de suma importancia num programa de vacinacdo, ja que este é o parametro
principal para uma resposta imunoldgica eficiente.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido amplamente utilizada para a
deteccdo e quantificagdo do &cido nucléico de varios patdgenos virais (Mackay et al.
2002). Atualmente, estudos na area da virologia humana e animal abordam a validacdo
da quantificacdo viral atraves do uso de um novo sistema denominado PCR em tempo
real - real time PCR (Niesters 2001). Uma das formas, denominada Tagman PCR
consiste na adigdo de uma sonda fluorogénica que hibridiza especificamente entre os
iniciadores na seqliéncia alvo da PCR. Esta sonda € clivada a cada ciclo de extenséo,
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liberando o fluorocromo, o qual permite que os produtos amplificados sejam
quantificados no momento em que sao gerados.

Islam e colaboradores (2004) desenvolveram uma PCR em tempo real (qPCR)
que avalia a viremia dos trés sorotipos do MDV em galinhas, determinando com
precisdo a relagdo entre a vacinacgdo e a excrecdo de amostras desafio. Baigent et al.
(2005) propuseram um método de gPCR que possibilitou a quantificacdo do MDV em
relacdo ao numero de células do hospedeiro.

O presente trabalho teve como objetivo verificar o potencial da técnica de gPCR
na quantificagdo de vacinas comerciais contra 0 MDV do sorotipo 3. Para isto, a gPCR
foi comparada com a técnica tradicional de titulacdo das vacinas para doenca de Marek

baseada no cultivo de FEG.

MATERIAL E METODOS

Vacinas

Foram tituladas trés vacinas vivas contra o0 MDV do sorotipo 3 (herpesvirus
turkey, HVT), congeladas e associadas a células, disponiveis comercialmente e
provenientes de trés laboratérios produtores de vacinas. Essas vacinas foram

armazenadas e transportadas em nitrogénio liquido até o momento das analises.

Células

Cultivos de fibroblasto de embrido de galinha (FEG) foram preparados a partir
de ovos embrionados de galinhas livres de patdgenos especificos (SPF, Granja Rezende,
MG) com 11 dias de incubacdo, de acordo com os procedimentos padrdes de cultivo
celular propostos por Rovozzo & Burke (1973). As culturas de células foram mantidas
em estufa a 38°C, em atmosfera Umida e 5% de CO,. As células foram cultivadas e
mantidas em meio minimo essencial de Eagle (Gibco — Invitrogen Corporation, cat. n.
41500-067) com 0,22% de bicarbonato de sédio, 200 UI/mL de penicilina e 200 pg/mL
de estreptomicina, acrescidos de 5% e 2% de soro fetal bovino (Gibco — Invitrogen
Corporation, cat. n. 10270-160) no cultivo primério e na titulacdo, respectivamente.
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Titulacdo das vacinas através do cultivo celular

As vacinas foram tituladas em placas de Petry (60 x 15 mm) contendo uma
camada confluente de células secundarias de FEG. Cada vacina foi reconstituida no seu
respectivo diluente (200 mL), conforme as recomendacdes do fabricante, sendo entdo
realizadas dilui¢fes seriais em base logaritmica em meio minimo essencial de Eagle
com 2% de soro fetal bovino (Wakenell et al. 2002). Foram tituladas trés dilui¢cdes (10°
4910”2 e 10°%) utilizando-se 2 mL de cada diluicdo. Utilizou-se meio minimo
essencial de Eagle com 1% de metilcelulose (Sigma, cat. n. M0512) na titulacéo.
Utilizaram-se cinco placas por dilui¢do de cada vacina, além de uma placa controle. O
procedimento de titulacdo usado foi o descrito por Landman & Verschuren (2003).
Ap0bs cinco dias de incubacao, as culturas de FEG foram coradas utilizando-se a técnica
descrita por Burleson et al. (1992). A seguir, as placas de lise foram contadas em
microscopio 6tico (10x) e a determinacdo do nimero de unidades formadoras de placa
(PFU) foi calculada utilizando-se a contagem da diluicdo que continha entre 20 e 80
PFU por placa. O titulo da vacina foi expresso em PFU por dose (0,2 mL) e foi obtido
multiplicando-se o nimero médio de PFU pelo fator de diluigdo e dividindo-se pelo
fator de correcdo do indculo.

Reprodutibilidade da técnica de cultivo celular
Para verificar a reprodutibilidade da técnica de titulacdo de vacinas através do
cultivo celular, trés ampolas de um mesmo lote de vacinas foram tituladas em dias

diferentes, conforme protocolo descrito acima.

Extracdo de DNA

O DNA do virus HVT foi extraido a partir de aliquotas das vacinas
reconstituidas utilizadas na titulacdo em cultivo de FEG, de acordo com o protocolo
descrito por Boom et al. (1990). Aliquotas de 100 uL de amostras da vacina foram
transferidas para tubos de 1,5 mL contendo 900 uL de solucéo de lise (5 M tiocianato de
guanidina, 0,1 M Tris HCI pH 6,9, 1% Triton X-100 e 0,5 M EDTA) e incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos. A seguir, foram adicionados 20 uL de suspenséo
de silica (4 mg/20 pL) e essa preparacdo foi homogeneizada vigorosamente e entdo
incubada por 10 minutos a temperatura ambiente, agitando-se por inversdo a cada dois
minutos. Concluido o periodo de incubacdo, o material foi agitado vigorosamente em

um agitador de tubos, centrifugado a 5.400 x g durante 1 minuto e o sobrenadante foi
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descartado. O sedimento foi lavado duas vezes com 1 mL de solucéo de lavagem (5 M
tiocianato de guanidina, 0,1 M Tris HCI pH 6,2), duas vezes com 1 mL de etanol 75% e
uma vez com acetona e entdo, secado em bloco térmico a 60°C por 10 minutos. O
sedimento foi eluido em 50 pL de TE (10mM Tris HCI pH 8,0 e 1ImM EDTA) e
estocado a -20°C até ser utilizado na qPCR.

PCR em tempo real (QPCR)

Iniciadores e sonda

A sequiéncia dos iniciadores (F: 5 - GGCAGACACCGCGTTGTAT-3’ e R: 5°-
TGTCCACGCTCGAGACTATCC-3’) e da sonda 5’- (FAM)
AACCCGGGCTTGTGGACGTCTTC (MGB)-3’ utilizados neste trabalho foram os
descritos por Islam e colaboradores (2004) para o gene SORF1 do HVT e foram
sintetizados pela Applied BioSystems (Foster City, EUA).

Reacéo de amplificacao

A reagdo de amplificacdo foi realizada em um ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System (SDS 7000, Applied BioSystems, Foster City, EUA), utilizando um
volume final de 30 pL contendo 15 uL TagMan Universal PCR Master Mix, 0,25 M
de cada primer, 0,12 uM de sonda e 2 uL da amostra de DNA. Os parametros dos ciclos
utilizados foram: 50°C por 2 minutos; 95°C por 10 minutos seguidos de 45 ciclos,
sendo a desnaturacdo a 94°C por 15 segundos e o anelamento/extensdo a 60°C por 60

segundos.

Analise da gPCR

A leitura dos resultados foi realizada utilizando o Software ABI PRISM 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Os valores da
gPCR foram comparados com os titulos das vacinas fornecidos pelo fabricante e com os

titulos gerados no presente trabalho, ambos determinados em cultivo celular.

Reprodutibilidade da gPCR
Para avaliar a reprodutibilidade da qPCR, trés ampolas de um mesmo lote de

vacinas foram tituladas em dias diferentes, conforme protocolo descrito acima.
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Analise do virus na forma livre e associada a células através da gPCR

Para verificar se era possivel analisar os virus na forma livre e associada a
células através da qPCR, uma vacina previamente reconstituida foi centrifugada a 500
Xg durante 10 minutos e, posteriormente, foi separado o sedimento (virus associado a
célula) do sobrenadante (virus livre de célula). Ambas as amostras obtidas foram
submetidas a gPCR.

RESULTADOS, DISCUSSAO E CONCLUSAO

Em nosso Pais, o regulamento técnico para a producédo, controle e emprego de
vacinas para avicultura (Brasil 1997) determina que as vacinas contra a doenca de
Marek devem conter, no minimo, um titulo de 1.500 PFU/dose no momento da
liberagdo da partida e, no minimo, 1.000 PFU/dose até o seu vencimento. Pressupondo-
se que as vacinas analisadas estavam de acordo com as normas deste regulamento,
foram utilizadas, na titulagéo através do cultivo celular, trés diluicdes (10*°, 10°% e 10°
>1) que permitiram avaliar vacinas com titulos entre 800 a 12.800 PFUs por dose.
Todas as vacinas testadas apresentaram titulo superior ao minimo exigido (Tabela 1).

A contagem das unidades formadoras de placas deve ser realizada assim que
estas se tornem maduras, pois placas secundarias podem ocorrer quando as culturas de
células sdo mantidas em meio liquido (Witter & Schat 2003) e, no caso do virus HVT,
quando a leitura for realizada apds cinco dias da sua inoculacdo (Calnek et al. 1972).
Para minimizar a formacdo das placas secundarias geradas pelo virus quando migra de
uma célula para outra, foi adicionado 1 % de metilcelulose ao meio de cultura usado na
titulagdo, tornando-o semi-solido. Esta concentracdo de metilcelulose foi a mesma usada
por Landman & Verschuren (2003) quando titularam vacinas de MDV do sorotipo 1.
No presente trabalho, a contagem das PFUs foi realizada no quinto dia ap6s a
inoculacdo das vacinas, sendo o0 mesmo periodo de leitura utilizado por Wakenell e
colaboradores (2003) quando titularam vacinas do sorotipo 2 (SB-1) e 3 (HVT). Estudos
anteriores de titulacdo de vacinas de MDV do sorotipo 3 associadas a células
descreveram a contagem das PFUs entre o quarto e o quinto dia (Calnek et al. 1972), ou
apos o quinto dia (Eidson et al. 1978) da inoculacdo destas no tapete celular.

Ao se trabalhar com vacinas congeladas contra a doenca de Marek, alguns
cuidados no descongelamento e na reconstituicdo devem ser observados para que nédo

ocorra diminui¢do do titulo viral. Halvorson & Mitchell (1979) sugeriram que possa
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existir uma diminuicdo de até 50% no titulo das vacinas quando estas sdo mantidas por
mais de quinze minutos em banho de agua para que sejam descongeladas. Além disso,
observaram uma diminuicdo de aproximadamente 25% do titulo quando a temperatura
da agua no descongelamento foi superior a 40°C ou inferior a 17°C. Esses mesmos
autores também descreveram uma diminui¢do de 20% do titulo quando o diluente usado
estava refrigerado a 4°C. Considerando-se estes fatores e seguindo-se as recomendacdes
do fabricante, as vacinas foram descongeladas em banho de agua a 27°C por 30
segundos sob leve agitacdo. Os diluentes das vacinas estavam a temperatura ambiente
no momento em que foram usados. Para evitar possiveis danos ao virus e conseqliente
diminuicao no titulo vacinal, foram utilizadas agulhas com tamanho superior a 40 x 16
para retirar o conteudo das ampolas.

Os resultados da Figura 1A e 1B sdo exemplos das leituras gréficas de gPCR
geradas pelo equipamento SDS 7000. Os valores dos titulos virais e respectivas
diluicbes seriadas incluidas na curva padrdo foram lancados no programa do
equipamento, o qual calcula automaticamente os dados de regressdo linear,
demonstrando a coeréncia entre os valores do threshold cycle (CT) e as respectivas
diluicbes das vacinas. Como exemplificado na Figura 1B, as trés vacinas testadas
apresentaram R? de 0,99.

Os valores dos titulos das vacinas HVT fornecidos pelos fabricantes (respectivas
diluicbes seriadas) e o threshold cycle (CT), gerados no ensaio de gPCR, estéo
demonstrados na Tabela 2. As vacinas com titulos mais elevados (B> A > C)
apresentaram os CTs mais elevados, contudo, pode-se observar que ndo houve uma
relacdo direta entre os titulos virais das trés vacinas testadas e os CTs. Estes dados
indicam que devem ocorrer diferencas entre a quantidade total de virions por dose e 0
namero de PFUs por dose, pois sabe-se que, no caso do virus HVT, um PFU pode ser
originado por uma unica celula infectada (independentemente do nimero de virus que
esta célula possuir), ou por um virus em sua forma livre. Assim, as diferencas podem
estar relacionadas com os procedimentos utilizados na produgéo das vacinas, tais como,
concentracdo de células, meio de cultura, tipo de célula ou linhagem celular, entre
outros; quantidade de virus livre ou associado a células; quantidade de virus viavel entre
outros fatores. Os resultados indicam a necessidade de preparar uma curva padrdo para
cada empresa a ser testada. A Tabela 1 apresenta os resultados comparativos dos titulos
fornecidos pelos fabricantes das vacinas (A, B e C) e os gerados no presente trabalho

através do cultivo celular e gPCR. Os valores encontrados sdo muito semelhantes
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independentemente da técnica utilizada, indicando que a utilizacdo de uma curva padrao
por vacina de cada empresa foi eficiente para a padronizagédo dos resultados da gPCR.

A titulacdo das vacinas através do cultivo celular em FEG, realizada neste
trabalho, foi essencial para padronizar os titulos das diferentes empresas antes do
estabelecimento da qPCR. Os resultados obtidos demonstram que os titulos gerados
neste trabalho sdo reprodutiveis (Tabela 3) e compativeis com os dados informados
pelos fabricantes (Tabela 1).

Os dados da Tabela 3 estdo relacionados com a reprodutibilidade das técnicas de
cultivo celular e qPCR para as vacinas da empresa A. Foi demonstrado que, tanto a
titulacdo em cultivo celular como a gPCR, foram bastante reprodutivas. Ressalta-se que,
neste ensaio, foram utilizados trés frascos de um mesmo lote de vacinas e as avaliaces
foram feitas em trés dias distintos. Os resultados deste experimento confirmam os dados
da Tabela 1 para a mesma empresa.

No presente trabalho, foi avaliada através da gPCR a proporcao de virus livre e
associado as células relativa as trés vacinas comerciais estudadas. As amostras foram
previamente descongeladas e centrifugadas a baixa rotacdo para separacdo da fragéo
celular. Os dados da Tabela 4 mostram que menos de 10% dos virions se encontravam
no sobrenadante, indicando que a maior parte das PFUs analisadas estdo relacionadas
aos virions associados a células.

Esse foi o primeiro trabalho a descrever o uso da gPCR para titular vacinas
contra o MDV. Verificou-se, pelos dados gerados, que a gPCR foi bastante efetiva e
reprodutivel. Uma das grandes vantagens da gPCR quando comparada com a técnica
tradicional de titulacdo da vacina HVT baseada no cultivo celular de FEG esta
relacionada com o tempo necessario para a obtencdo dos resultados (poucas horas) e ao
nimero de amostras de vacina que podem ser tituladas simultaneamente. No entanto, o
custo do equipamento é elevado, sendo um dos poucos fatores limitantes da técnica. Por
outro lado, o cultivo celular também foi um método efetivo e reprodutivel e é
considerado “padrdo ouro” no processo de titulacdo de vacinas de MDV. Porém, o
cultivo celular é uma técnica trabalhosa, que necessita de alguns dias para a obtencao
dos resultados e € dependente da disponibilidade de ovos embrionados SPF. Uma vez
que os protocolos de titulagdo em cultivo celular utilizados possuem algumas
diferengas, deve-se ter um cuidado especial ao se comparar os titulos de vacinas obtidos
por diferentes empresas. Entre alguns fatores que influenciam na obtencdo dos

resultados entre laboratérios estdo: propriedades fisico-quimicas dos diluentes
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utilizados, qualidade do meio de cultura, condicdo das células no momento da
inoculacdo da vacina (concentracdo, uniformidade, presenca de grumos), genoétipo das
reprodutoras SPF que geraram os ovos embrionados, tipo de célula empregada (cultivo
primério ou secundario), condi¢des de incubacdo, tempo decorrido entre a inoculagcéo da
vacina e a leitura das PFUs, entre outros.

De acordo com os resultados apresentados nesse trabalho, foi possivel concluir
gue ambas as técnicas, cultivo celular e gPCR, foram altamente reprodutivas. Os titulos
obtidos por ambos os métodos foram coerentes com os titulos apresentados pelos
fabricantes das vacinas. A gPCR foi uma técnica reprodutivel, rapida e menos
trabalhosa do que a titulacdo em cultivo celular tradicionalmente utilizada na titulacao

de vacinas contra o sorotipo 3 do virus da doenca de Marek.
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Figura 1 — Grafico das leituras da gPCR.

A - Curvas de amplificacdo originadas a partir de diluicbes em base 5 de uma vacina
comercial B. No eixo X se apresentam o numero de ciclos da qPCR e 0 eixo Y a
intensidade da fluorescéncia (ARn). B — Grafico entre threshold cycle (CT) e os valores

em log dos titulos vacinais fornecidos pelo fabricante (coeficiente de correlagdo 0,99).
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Tabela 1 — Titulos de 3 vacinas comerciais de HVT. Comparacdo entre os dados

fornecidos pelos fabricantes e os gerados no presente trabalho atraves do cultivo celular

e gPCR.
Vacinas _ PFU/c_Iose
Fabricante Cultivo celular gPCR*
A 6.460 4.267 6.983
B 9.575 9.632 6.407
C 5.183 2.008 3.689

* Valores equivalentes a PFU/dose.

Tabela 2 — Relacdo entre os titulos das vacinas HVT fornecidos pelos fabricantes

(diluicdes seriadas em base 5) e threshold cycle (CT) gerados no ensaio de qPCR.

Diluictes Empresa A Empresa B Empresa C
seriadas | prysgose | CT | PFU/dose | CT | PFU/dose | CT
1x 25.800 18,9 38.300 19,1 20.732 17,3
5x* 5.160 21,7 7.660 21,8 4,146 20,0
25x 1.032 25,4 1.532 25,3 829 23,6
125x 206 29,5 306 29.2 166 28,2

* Diluicdo recomendada pelo fabricante.

Tabela 3 — Reprodutibilidade da técnica de cultivo celular e qPCR através

titulacGes distintas de um mesmo lote de vacina da empresa A.

de trés

. . PFU/dose
Titulacao
Cultivo celular gPCR*
Primeira 4.368 6.965
Segunda 4.224 6.800
Terceira 4.208 5.945

* Valores equivalentes a PFU/dose.

Tabela 4 — Determinagdo da concentracdo viral na forma livre e associada a célula por

gPCR.
Virus Empresa A Empresa B Empresa C
gPCR* % gPCR* % gPCR* %
Livre 601 8,8 622 57 454 6,5
Associado a célula 6.202 91,2 | 10.264 | 94,3 6.543 93,5
Total 6.803 100 10.886 100 6.997 100

* Valores equivalentes a PFU/dose.
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PERSPECTIVAS

N&o foi objetivo deste trabalho caracterizar as variacfes existentes dentro ou
entre lotes de uma empresa produtora de vacinas. Portanto, nas proximas etapas, sera
analisado um maior ndmero individual de vacinas por lote para que sejam caracterizadas
as variacOes existentes. Talvez assim, possam ser justificadas as diferencas nos titulos
encontradas neste trabalho com os fornecidos pela empresa C. Além disso, um maior
namero de lotes por empresa devera ser analisado para que seja caracterizada se as
titulagdes por gPCR sdo passiveis de serem realizadas com uma curva padrdo por
empresa. Também, faz-se necessaria uma melhor caracterizacao dos virions associados
e livres de células através da analise de um numero maior de ampolas e de lotes de
vacinas. Um potencial da gPCR que devera ser testado nos proximos trabalhos é o de
titular especificamente vacinas mistas, o que é de dificil realizacdo pela titulacdo em
cultivo celular. Neste caso, com a qPCR, sera possivel diferenciar titulos de vacinas do
sorotipo HVT associado com Rispens, assim como titulos de outros virus, como o
IBDV.
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