DOI: 10.1590/1808-1657v70p0052003

ESTUDO DO CICLO DE REPLICACAO DO VIRUS DA DOENCA
INFECCIOSA DA BURSA NA LINHAGEM CELULAR RK-13

C.E. Marinho*, M.J.B. Fernandes, I.C. Simoni

Centrode Pesquisae Desenvolvimento de Sanidade Animal, Instituto Biol6gico, CP 12898, CEP 04010-9702, Sdo
Paulo, SP, Brasil. E-mail: simoni@biologico.br

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi estudar o ciclo de replica¢do do virus da doenca infecciosa
da bursa (IBDV) na linhagem celular RK-13 através da presenca de efeito citopatico, titulo viral
e detec¢do do RNA viral pela eletroforese em gel de poliacrilamida. Utilizou-se uma amostra de
campo (BAB) e avacina GBV. Os titulos dos virus extracelulares foram mais altos do que os titulos
dos virus intracelulares para ambas amostras e foram detectados, primeiramente, 6 horas pos-
inoculagdo (pi), enquanto os virus intracelulares foram detectados 10 horas pi. O aparecimento do
efeito citopaticocomegou as 10 horas pi paraaamostraBAB e 24 horas pi para GBV-8 concomitante
a detec¢do do RNA viral pela eletroforese. O ciclo de replicagdo na linhagem RK-13 quando
comparadocomdadosdalliteraturamostraque apesar de ser maislentodo que naculturaprimaria
deembridodegalinhafoiigual ou mais radpido do que o observadoem outras linhagenscelulares.
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ABSTRACT

STUDY OF REPLICATION CYCLE OF INFECTIOUS BURSAL DISEASE VIRUS INRK-13 CELL
LINE. The aim of the present work was to study the replication cycle of infectious bursal disease
virus (IBDV)in RK-13cell line through presenting of cytopathic effect, viral titration and detection
of viral RNA by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). One field sample (BAB sample) and
the vaccine strain GBV were used. The detection of extra-cellular viruses occurred before that of
intra-cellular viruses, at 6 and 10 hours post-inoculation (pi) respectively. The extra-cellular viral
titers were higher than intra-cellular viral titers for both samples. The cytopathic effect began at
10 hours pi for the BAB sample and 24 hours pi for the GBV sample together with the detection
of viral RNA by PAGE. Comparing with literature datathe replication cycle in RK-13 cell line was
slower than in primary chicken embryo fibroblast cultures butequal to or faster than thatin other
cell lines.
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INTRODUCAO

A doenca infecciosa da bursa (DIB) também
denominadadoeng¢ade Gumborocausaumainfecgdo
aguda em galinhas jovens e tem o tecido linféide
como alvo priméario com especial predilecio pela
Bolsa de Fabricio. A doenca manifesta-se como
imunossupressdo ou em sua forma clinica depen-
dendo da idade das aves. O virus replica-se, prin-
cipalmente, nos linfécitos B imaturos, causando
uma severa inflamacéo e atrofia da bursa (Lukert
& SaiF, 1991; OskepA et al., 1997).

OvirusdaDIBouIBDV (Infectious Bursal Disease
Virus), € um membro da familia Birnaviridae, consti-

tuido por particulas virais sem envoltério, capsideo
icosaédrico de aproximadamente 60nm de diametro
e genoma com dois segmentos de fita dupla (ds) de
RNA (MurpHy et al., 1995). Existem dois sorotipos e
somente o sorotipo 1 é patogénico em galinhas
(MacFerraN et al.,1980).

O método tradicional de isolamento do virus é
feitoem membranas corioalantéides de embrides
de galinha de 9 a 11 dias de idade (LUKERT & SAIF,
1991). O isolamento e a propagacéo do IBDV in
vitro é muitodificil etrabalhoso, geralmenteempre-
gam-se culturascelulares primérias de embrido de
galinhade 9a1lldias deidade. Nessas culturas o
virus produz efeito citopéatico caracteristico, que se
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apresenta como degenerac¢do e arredondamento
das células. Algunstrabalhos relatam a utilizacédo
delinhagenscelulares continuas de mamiferos para
areplicacdo do IBDV (Jackwoobetal., 1987; CoweN
et al, 1988, FrRepericetal,, 1992). Em trabalho ante-
rior (Simonietal.,1998) foi estudado asuscetibilidade
de diversas linhagens celulares de mamiferos e
uma de aves, & amostras de IBDV vacinais e de
campo e comparacdo com a cultura primaria de
fibroblasto de embrido de galinha (CEF) O IBDV se
replicou emtodas células de mamiferos sendo que
a linhagem celular RK-13 foi a que apresentou
efeito citopatico (ECP) mais pronunciado e seme-
Ihante ao ECP verificadoem culturaprimaria. Dessa
maneira, esta linhagem foi escolhida pelo nosso
laboratério para pesquisa de IBDV em estudos de
isolamento e propagagao.

Com o intuito de aprofundar os estudos nesta
linhagem, este trabalho teve como objetivo estudar o
ciclo de replicagdo do virus da doenca infecciosa da
bursa (IBDV) na linhagem celular RK-13, a partir de
uma amostra de campo (BAB) e da vacina GBV, pro-
duzidae cedida gentilmente pelo Laboratério Biovet,
atraveés da presenca de efeito citopatico (ECP), titulo
viral e deteccdo do RNA viral pelaeletroforese em gel
de poliacrilamida (PAGE).

MATERIAL E METODOS

Cultura celular

Linhagem celular continua de rim de coelho, RK-
13, mantidaem Meio Eagle Minimo (MEM) em saisde
Earle da Cultilab® Ltda, acrescido de 10% de soro
fetal bovino (SFB).

Amostras virais

Amostra GBV: Amostra vacinal de IBDV gentil-
mente cedida pelo Laboratério BIOVET e propagada
em cultura primaria de embrido de galinha (CEF) por
seis passagens e em seguida na linhagem RK-13 por
duas passagens, com efeito, citopatico (ECP) observa-
do desde a P passagem. O titulo viral foi de
1053DICC,,/50mL.

Amostra BAB: Amostra de campo obtida a partir
de um pool de bursas de aves com 45 dias de uma
granja de postura comercial da regido de Bastos. O
pool de bursas foi macerado, diluidoem solucéo salina
de Hankscomantibiéticos (penicilinaeestreptomicina)
e centrifugado durante 15 minutos a 2500 x g. O
sobrenadante foi coletado e filtrado em membrana
com porosidade de 0,45nm Simoni, 2001) e feita a
propagacao diretamente nalinhagem RK-13sem pré-
via adaptacdo em CEF, até a 62 passagem sendo que
apartir da 42 passagem houve aparecimento de ECP.
O titulo viral foi de 10**DICC, /50mL.

Ciclo de replicacao viral

Frascos de 25 cn? contendo 3x10° células/mL
foram inoculados com 0,2 mL de suspensao viral
(amostraGBV eBAB)eincubadosa37° Cemestufade
CO,. Em intervalos de 6, 10, 24, 32, 48, 56 e 72 h, o0s
sobrenadantes foram coletados (virusextracelulares)
e depois as células foram lavadas, raspadas dos
frascos e coletadas por centrifugacgédo a 2.500 x g/10
min. (virus intracelulares).Os virus extra e intracelu-
laresforamtitulados utilizando-se de microplacasde
96 cavidades. O titulo viral foi calculado através da
Dose Infectante de Cultura de Células 50% (DICT,)
pelo método de Reep & MuencH (1938).

Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

A extracdo do RNA viral foi feita com TRIzol
(Gibco BRL)/cloroférmio com prévio tratamento da
amostras com SDS 1% e posterior precipitacdo com
etanol/NacCl (Simoni, 2001). A eletroforese em gel de
poliacrilamida a 7,5% foi feita a 10 mA por 23 horas
a4°Ceossegmentosde RNAforamvisualizados pelo
método de coloragdo com Nitrato de prata (HerrING et
al.,1982). O reovirus S1133foi utilizado como controle.
Foifeitaumaalteracdono métodoacimacomaadicédo
de proteinase K ao SDS antes da fase de extracéo,
numa concentracdo final de 100 mg/mL e também
aumento no periodo e temperaturade incubagao nesta
fase, de 37° C/30 min. para 60 °C/2 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Baseado em trabalhos que mostram que as curvas
de crescimento de IBDV em culturas primarias de
embrido de galinha (CEF) e em linhagens celulares
sdo similares (Jackwoob etal., 1987), e também através
de nossos estudos de suscetibilidade (Simoni etal.,1998)
e testes de virusneutralizagdo (Simoni, 2001) que
mostraram que as células CEF e RK-13 apresentaram
comportamento similares, este trabalho nédo realizou
uma comparacdo entre estas células, mas uma
comparacdoentreamostrasde IBDV, decampo (BAB)
evacinal (GBV)nalinhagem RK-13, utilizada por este
laboratério para pesquisa de IBDV.

Os virus extracelulares foram detectados as 6
horas apés inoculagéo (pi), primeiramente, aos virus
intracelulares (10 horas pi) para ambas amostras,
BAB e GBV (Tabela 1 e 2, respectivamente). CoweN &
Braune (1988) utilizando a amostra vacinal D78 em
linhagem QT35detectouosvirusextraeintracelulares
as 12 horas pi. PeTek etal. (1973) relatam o inicio as 4
hpi, utilizando uma amostra vacinal em culturas
primarias de embrido de galinha (CEF). Em LUKERT &
Davis(1974) comumacepade IBDVemculturaprima-
riade rimdeembrido de galinha (CEK), o aparecimen-
to dos virus ocorreu entre 9 e 12 horas pi. Jackwoop et
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Tabela 1 - Propagag¢do da amostra BAB na linhagem celular RK-13.

6 hpi 10 hpi 24 hpi 32 hpi 48 hpi 56 hpi 72 hpi
Virus intracelular 0 2,22 2,83 2,72 2,66 3,50 3,50
Virus extracelular 1,50 1,66 3,22 3,00 3,50 3,50 3,50
ECP - + ++ ++ +++ ++++ ++++
PAGE? - + + + + + +

hpi: horas apés inoculacéo

ECP: efeito citopatico; + 25%; ++ 50%; +++ 75%; ++++ 100%

PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida; + identificacdo das duas bandas do IBDV; — ndo apresentou bandas.
*: log,, titulo viral (DICC,))

a: virus extracelular

Tabela 2 - Propaga¢do da amostra GBV na linhagem celular RK-13.

6 hpi 10 hpi 24 hpi 32 hpi 48 hpi 56 hpi 72 hpi
Virus intracelular 0 1,00 1,50 2,00 2,22 2,50 2,50
Virus extracelular 0,74 1,33 2,00 2,33 3,00 2,66 2,50
ECP - - + + ++ +++ ++++
PAGE? - - + + + + +

hpi: horas apo6s inoculagédo
ECP: efeito citopatico; + 25%; ++ 50%; +++ 75%); ++++ 100%
PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida; — ndo apresentou bandas; + identifica¢do das duas bandas do IBDV

*: log,, titulo viral (DICC, )
a: virus extracelular

al. (1987) detectaram virus intra e extracelulara2e 4
horas pi respectivamente utilizando células CEF e 4
horas pi utilizando a linhagem BGM-70. Como o
periodo de laténcia do IBDV é de 4-6 horas pi
(Jackwoop et al., 1987; LUKerRT&SAIF, 1997) e como a
nossa coleta foi feita a partir das 6 horas pi, ndo esta
descartado a presenca de virus as 4 horas pi.

Apesar dos titulos dos virus extracelulares
(10*5/BAB e 10°74/GBV) serem menores inicial-
mente do que os dos virus intracelulares (10?22/
BAB e 10Y/GBV), mantiveram-se maisaltosdurante
todo o periodo, alcancando titulo maximo as 48
horaspi (10°5/BAB e 103°/GBV) frente as 56 horas
pi para os virus intracelulares (10°5/BAB e 10?5/
GBYV). Jackwoop et al. (1987) e CoweN & BRAUNE
(1988) também obtiveram pico do titulo dos virus
extracelulares utilizando outras linhagens as 48
horas pi. Outros autores também obtiveram valo-
res dos titulos extracelulares mais altos que os
virusintracelulares (Cowen & BRAUNE, 1988; PETEK
etal, 1973; Jackwoop et al., 1987).

Os valores dos titulos virais foram plotados em
graficos para obten¢do das curvas de crescimento
das amostras BAB (Fig. 1) e GBV (Fig. 2) que se
mostraram similares entre si e as curvas tipicas de
IBDV em CEF e em outras linhagens (BecHT, 1981). O
ciclodereplicacdonalinhagem RK-13foi de48horas
paraambasasamostrascomodescrito paraaslinha-

gens Vero e BGM-70 (LukerT & Davis, 1974) e que é
mais longo do que em CEF, que é de 10-36 horas
(LUKERT & SAIF, 1997).

O aparecimento do efeito citopatico (ECP) tam-
bém mostrado nas tabelas 1 e 2, iniciou-se as 10
horas pi para a amostra BAB e 24 horas pi para a
amostra GBV, atingindo 25% das células e caracte-
rizado pela degeneracéo e arredondamento celu-
lar (Fig. 3). Este efeito foi total, atingindo 100% das
células,com56e72horas pi paraasamostras BAB
e GBV respectivamente. Assim, apesar dasimilari-
dadenacurvadecrescimento (tempoetitulo), estas
amostras diferiram quanto ao ECP. A amostra de
campo (BAB) teve um ECP maisrapido e total antes
da amostra vacinal (GBV).

A deteccdo do RNA viral pelaeletroforese a partir
do material dos virus extracelulares, correlacionou-
se com apresencado ECP, isto &, foi positiva somente
as 10 horas pi na amostra BAB e 24 horas pi na
amostraGBV (Tabelas 1e2). O genomado virus pode
ser separado em dois segmentos pela técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamidacomo ocorre com
outros virus que apresentam genoma segmentado
(Jokuik et al., 1994). Estudos verificaram que 0s seg-
mentos de IBDV sdo firmemente ligados por uma
proteina de 90 kD que circulariza o RNA viral, uma
RNA polimerase denominada VP1 (Akin et al., 1998)
eumadigestdo ineficiente dos constituintes viraisfaz
com que o RNA viral ndo se dissocie do complexo
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Horas apds inoculagéo

Fig.1-CurvadecrescimentodaamostraBABnalinhagem
RK-13.

a

Horas apdés inoculagédo

Fig. 2 - Curva de crescimento da amostra GBV na linha-
gem RK-13.

b

Fig.3-Linhagem celular RK-13. a: ndoinoculada (controle); b: inoculadacom virus da doencga infecciosadabursa (IBDV)
e exibindo efeito degenerativo caracterizado por granulacéo, arredondamento e retracéo celular.

protéico durante a fase de extracdo do RNA e o ds
RNAVviral permanecendonafase organicadaextracao
é perdido. O tratamento com proteinase K hidroliza
a VP1 e libera o RNA na fase aquosa da extracéo
fenol/cloroférmiotornandoeste procedimento mais
eficiente que o método de extracdo apenas com sais
de tiocianato de guanidina (TRIzol). Assim neste
estudo, igualmente aos resultados de Akin et al.
(1998), obteve-se um melhor resultado quando o
material foitratadocom proteinase Kadicionadaa
solucdo de SDS antes da extracdo fenol/
cloroférmio. A positividade em eletroforese
correspondeuatitulos virais de IBDV entre 10529,
indicando que a sensibilidade desta técnica situa-
se nesta faixa de titulos virais. Esta técnica é alta-
mente especifica e com boa sensibilidade, embora
a sensibilidade seja mais baixa do que o RT-PCR
(WiNIARCZYK & GRADZzKI, 1999).

CONCLUSAO

Asamostras GBV e BAB apresentaram resultados
similares na curva de crescimento e na deteccéo dos
virus intra e extracelulares, mostrando que indepen-
dente de serem vacinal ou de campo, apés adaptagao
ao cultivo celular, comportaram-se igualmente.

Umacomparacdo com dados da literatura indica
gueociclodereplicacdonalinhagemRK-13apesarde
ser mais lento do que na cultura primaria de embrido
degalinha, foiigual oumaisrapidodoqueoobservado
em outras linhagens celulares.
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