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Eu fico com a pureza das respostas das criangas:
E a vida! E bonita e é bonita!

Viver e ndo ter a vergonha de ser feliz
Cantar, e cantar, e cantar
A beleza de ser um eterno aprendiz.
Eu sei que a vida devia ser bem melhor e serd
Mas isso ndo impede que eu repita:
E bonita, é bonita e é bonita!

E avida? E a vida o que é, diga ld, meu irmdo?
Ela é a batida de um coragdo?
Ela é uma doce ilusdo?

Mas e a vida? Ela é "maravida" ou é sofrimento?
Ela é alegria ou lamento?
O que é? O que é, meu irmdo?

Hd quem fale que a vida da gente é um nada no mundo
E uma gota, é um tempo
Que nem dd um segundo.

Hd quem fale que é um divino mistério profundo
E o sopro do criador numa atitude repleta de amor

Vocé diz que é luta e prazer
Ele diz que a vida é viver
Ela diz que melhor é morrer
Pois amada ndo é, e o verbo é sofrer!

Eu 56 sei que confio na moga
E na moga eu ponho a forca da fé

Somos nos que fazemos a vida
Como der, ou puder, ou quiser.

Sempre desejada por mais que esteja errada
Ninguém quer a morte, s6 saiide e sorte!
E a pergunta roda e a cabega agita

E eu fico com a pureza das respostas das criangas:
E avida! E bonita e é bonita!

O que é, 0 que é?

Gonzaguinha
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RESUMO

SANDRI, T. L. Virus da bronquite infecciosa das galinhas (IBV): distribuicdo, diversidade
molecular e genealogia a partir de amostras de mutliplos 6rgdos de diversos tipos de criacdo do
plantel avicola brasileiro. [Avian infectious bronchitis virus (IBV): distribution, molecular
diversity, and genealogy of multiple organs of different types of birds from Brazilian poultry].
2009. 80f. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

A bronquite infecciosa das galinhas (BIG) € uma doencga altamente contagiosa causada por
multiplos genotipos/sorotipos do virus da bronquite infecciosa das galinhas (IBV), um
coronavirus do grupo 3. Embora classicamente associado ao trato respiratorio, alguns tipos de
IBV tém sido descritos com tropismo pelos rins e pelos tratos reprodutivos e entéricos, o IBV
pode ser detectado em diversos tipos de tecidos, e também pode acometer aves de todas as
idades. Este estudo tem como objetivo verificar a freqiiéncia do IBV em amostras de diversos
o0rgdos e conteudo entérico de avds, matrizes, poedeiras comerciais e frangos de corte,
genotipar as amostras detectadas e estudar a diversidade molecular entre as amostras brasileiras
de IBV. Um total de 844 pools de diversos 6rgaos e conteudos entéricos provenientes de 200
lotes de avés, matrizes, poedeiras comerciais e frangos de corte, das regides Sul, Sudeste,
Centro-oeste e Nordeste do Brasil, colhidas durante o periodo de 2007 a 2009 foram testadas
para a presenga de IBV com um RT-PCR dirigido a regido ndo traduzida 3°(3’UTR). As aves
amostradas apresentaram sinais clinicos compativeis com a BIG. Todas as amostras de IBV
detectadas foram tipificadas utilizando uma RT-PCR dirigida ao gene de espicula do virus.
Dezenove amostras tipificadas como variante foram submetidas ao seqiienciamento parcial da
regido codificadora da subunidade S1 e a andlise genealégica. Considerando os pools de 6rgaos
e de conteddo entérico, 45,50% foram positivos para a presenca de IBV, dos quais, 84,63%
pertencem ao genotipo Variante € 9,89% ao sorotipo/genotipo Massachusetts. Considerando os
lotes, 73,50% foram positivos para IBV, sendo 77,55% variantes e 6,12% Massachusetts. A
andlise genealdgica revelou quatro linhagens virais, todas agrupadas em um exclusivo
grupamento de genotipo brasileiro. Estes resultados demonstram que o IBV estd disseminado

em todas as regides avicolas brasileiras, com um predominio massivo de genotipos ndo



Massachusetts e uma elevada diversidade molecular, que deve ser levada em consideragio para

desenvolver medidas preventivas contra o IBV.

Palavras-chave: Virus da Bronquite Infecciosa (IBV). Coronavirus. Bronquite Infecciosa das
Galinhas (BIG). Genealogia. Epidemiologia Molecular.



ABSTRACT

SANDRI, T. L. Avian infectious bronchitis virus (IBV): distribution, molecular diversity and
genealogy of multiple organs strains of different types of birds from Brazilian poultry. [Virus da
bronquite infecciosa das galinhas (IBV): distribui¢do, diversidade molecular e genealogia a partir
de amostras de miuitliplos 6rgaos de diversos tipos de criacao do plantel avicola brasileiro]. 2009.
80f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Infectious bronchitis (IB) is a highly contagious disease of poultry caused by multiple
geno/serotypes of avian infectious bronchitis virus (IBV), a group 3 coronavirus. Though
classically associated to the respiratory tract, IBV strains also have been described which harbor
tropism for the kidneys and the reproductive and enteric tracts, and might be detected in multiple
tissues and can also affect birds of all ages. This survey aimed to assess the frequency of in
multiple organs and enteric content samples from grandparents, breeders, layers and broilers, to
genotype the IBV strains detected and to study the molecular diversity amongst Brazilian IBV
strains. A total of 844 pools of multiple organs and enteric contents from 200 flocks of
grandparents, breeders, layers and broilers from the Southern, Southeastern, Central-Western and
Northeastern Brazilian regions collected between 2007 and 2009 was screened for the presence of
IBV with an RT-PCR target to the 3 untranslated region (UTR). The sampled birds presented
symptoms compatible with IB. All IBV strains detected were then typed using an RT-PCR target
to the spike gene of the virus. Nineteen strains type as variants were submitted to partial
sequencing of the S1 coding region and genealogic analysis. Regarding the organs and enteric
content pools, 45.50% were positive for the presence of IBV, from which 84.63% were variant
and 9.89% Massachusetts. Taking into account the flocks, 73.50% were positive for IBV, being
77.55% variants and 6.12% Massachusetts. Genealogic analysis revealed four viral lineages, all
grouped in an exclusive Brazilian genotype cluster. This results shown that IBV is widespread in
all Brazilian poultry regions, with a massive predominance of non-Massachusetts genotypes and
a high molecular diversity, which must be taken into account in order to develop preventive

measures against IB.

Key words: Infectious Bronchitis Virus (IBV). Coronavirus. Avian Infectious Bronchitis.
Genealogy. Molecular Epidemiology.
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“Imagination is more important than knowledge...”

Albert Einstein
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a avicultura brasileira ocupa a terceira posi¢cdo na produgdo e a primeira
posicdo nas exportacdes de carne de frango do mundo. Das 10,94 milhdes de toneladas
produzidas em 2008, 33% destinaram-se ao mercado externo, resultando em 3,6 milhdes de
toneladas, gerando um total de divisas para o pais de aproximadamente 6,9 bilhdes de ddlares. A
carne de frango é o segundo produto nas exportacdes do agronegdcio e o sexto na pauta de
exportacdes do pais (ABEF, 2008).

Em 2007, a producdo de ovos atingiu 67,36 milhdes de caixas (ROCHA, 2008) apenas no
mercado interno. Através do monitoramento da sanidade e do bem-estar animal do plantel
brasileiro, o mercado externo pode ser mais uma conquista desse ramo do setor avicola brasileiro.

Estes dados ressaltam a importincia da avicultura brasileira no cendrio econdmico do
pais, podendo ser ainda mais rentdvel dependendo da sanidade das aves, pois controlando as
enfermidades que geram perdas por ineficiéncia na producdo, bem como perdas por mortalidade,
poderia haver um incremento expressivo nos nimeros desse setor.

A Bronquite Infecciosa das Galinhas (BIG), que se destaca dentre tais enfermidades por
sua freqiiéncia, € uma sindrome infecto-contagiosa aguda que acomete frangos, matrizes e
poedeiras da espécie Gallus gallus, sendo o seu agente etioldgico o virus da bronquite infecciosa
avidria (IBV, infectious bronchitis virus), que classicamente, pode infectar nio s6 os tratos
respiratorio e reprodutivo, mas também o sistema excretor renal de animais jovens e adultos
(DHINAKAR; JONES, 1997). Também, recentemente, associou-se o IBV a etiologia de
processos patolégicos entéricos (VILLARREAL et al., 2007b).

As aves acometidas pelo virus da bronquite infecciosa avidria, apesar da baixa
mortalidade, podem apresentar sinais respiratérios como tosse, espirros, estertores traqueais,
descargas nasais, lacrimejamento e sindrome da cabeca inchada (edema de barbela, sinusite e
conjuntivite quando associada ao Pneumovirus Avidrio — APV Avian Pneumovirus); sinais
entéricos como diarréia e sindrome da ma absor¢do; sinais renais como incremento no consumo
de dgua, fezes aquosas e urolitiase (degeneracdo renal seguida de atrofia renal, fibrose e célculos
renais) e sinais reprodutivos como queda severa na producdo de ovos, deterioracdo da casca, ovos
com baixa qualidade (clara muito aquosa ou em quantidade reduzida), falsas poedeiras (quando a

infeccdo ocorre em fémeas com menos de duas semanas, causando lesdes permanentes e
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comprometendo o trato reprodutivo) e queda na fertilidade de machos reprodutores, célculos
testiculares tém sido associados a patogenia desse virus (DI FABIO; VILLARREAL, 2009).

Distribuido mundialmente, o IBV foi descrito pela primeira vez na Dakota do Norte,
Estados Unidos (SCHALK et al, 1931). Em 1934, estabeleceu-se a etiologia desta doenca
(SCHALM; BEACH) e em 1941, teve inicio a preven¢do da BIG em lotes de poedeiras através
da exposicdo controlada destas ao IBV durante o estagio de crescimento até o inicio da postura,
resultando no primeiro passo para o desenvolvimento do programa de imunizacio utilizado
atualmente (VAN ROEKEL, 1941).

Observou-se que o virus isolado em Connecticut em 1951 e o virus isolado em
Massachusetts em 1941 causavam doengas similares, porém ndo existia prote¢do cruzada entre
eles (JUNGHER et al.,, 1956). Esse estudo de Jungher e colaboradores foi a primeira
demonstragdo da existéncia de mais de um sorotipo do IBV (CAVANAGH; NAQI, 2003).

O virus da bronquite infecciosa avidria € um coronavirus pertencente ao grupo 3 do
género Coronavirus, classificado na ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, a qual
compreende os géneros Coronavirus € Torovirus. Na mesma ordem, encontram-se também as
familias Arteriviridae e Roniviridae. A divisdo do género Coronavirus em trés grupos € baseada
em epitopos presentes nas glicoproteinas de envelope, sequéncias de nucleotideos e hospedeiros
naturais (VAN REGENMORTEL et al., 2000; GONZALEZ et al., 2003).

Este ¢ um virus envelopado, pleomérfico, aproximadamente arredondado, com cerca de
100 a 150 nanometros de didmetro e com quatro proteinas estruturais: nucleoproteina N, proteina
de matriz M, proteina de envelope E e glicoproteina de espicula do envelope S (LAI;
CAVANAGH, 1997).

O envelope viral ¢ formado por uma camada dupla de lipidios com trés proteinas
estruturais (M, E e S) dela se projetando, resultando no aspecto de uma coroa (do latim corona).
Ha alguns anos, um core esférico foi encontrado em crioeletromiscroscopia no virus da
gastroenterite transmissivel dos suinos, core este constituido pela proteina N associada a proteina
M ou uma subclasse desta (RISCO et al., 1996).

O genoma do IBV ¢é constituido por um RNA de fita simples ndo-segmentado de sentido
positivo com 27 kilobases de tamanho, originando um nucleocapsideo de simetria helicoidal em
associagdo com a nucleoproteina N, uma fosfoproteina de 50-60 quilodaltons rica em

aminodcidos bdsicos, contendo uma regido nao traduzida na terminacdo 5’ e outrana 3’ (5’UTR e
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3’UTR, respectivamente), sendo estas duas tltimas altamente conservadas dentro de cada espécie
do género Coronavirus (HOLMES; LAI, 1996; LAIl; CAVANAGH, 1997; MASTERS, 2006).

A proteina de matriz ou membrana (M), antigamente nomeada de EI, tem 225 a 230
aminodcidos de tamanho. Trés dominios transmembrana sdo encontrados em M, enquanto que a
por¢do carboxi-terminal € o endodominio da proteina. A proteina M desempenha fungdo na
montagem da particula viral, formando a estrutura do envelope e o core, sendo uma proteina de
baixa variabilidade entre os coronavirus, na qual a ocorréncia de mutagdes ndo leva a alteracdes
na patogenicidade e no tropismo por tecidos, ao contrdrio do que ocorre com a proteina S
(CLARK, 1993; LAI; CAVANAGH, 1997; YAMADA et al., 2000; VABRET et al., 2001).

Em conjunto com a proteina M, a proteina pequena de membrana (“Small membrane
protein”, proteina sM ou E), composta de 84 a 109 aminodcidos, também € essencial a estrutura
do envelope, porém seu polimorfismo € menos intenso do que, por exemplo, aquele relativo a
proteina S (SIDDELL, 1995).

A principal proteina estrutural de envelope dos coronavirus € a proteina de espicula S
(“spike”), antigamente nomeada de E2. Esta forma projecdes de cerca de 20 nanometros de
comprimento responsdveis pela aparéncia espiculada do virion e pela atividade hemaglutinante e
é o principal alvo para anticorpos neutralizantes (COLLINS et al., 1982). E também a proteina
mais polimérfica entre os coronavirus, organizada como dimeros ou trimeros. A proteina
completa tem 180 quilodaltons, mas, em algumas espécies virais, como o0 coronavirus avidrio, é
clivavel nas subunidades S1 e S2, com cerca de 90 quilodaltons cada (CAVANAGH, 1995).

A subunidade carbdxi-terminal S2 forma a haste da espicula, responsavel pela fusdo de
membranas e formacdo de sincicios; em funcdo de ndo apresentar dominios hidrofébicos, esta
atividade fusogénica pode ser devido a alteracdes conformacionais causadas pela subunidade S1
(LAI; CAVANAGH, 1997). O peptideo de fusdo da S2 € sugerido como sendo PEP1, localizado
na mais longa das repeti¢des heptadicas da estrutura da mesma (LUO; WEISS, 1998).

A clivagem proteolitica da proteina S pode ser um passo necessdrio a formacdo de
sincicios, mas esta € ainda uma hipétese controversa (TOTH, 1982; CYR-COATS; STORZ,
1988; HONDA et al., 1990). No coronavirus MHV, substitui¢cdes de aminodcidos no cédon de
inicia¢do e no grupo de aminoécidos basicos do sitio de clivagem levam a perda da capacidade de
clivagem e de formagdo de sincicios (YAMADA et al., 1997). A subunidade S2 ndo é envolvida
na ligacdo ao receptor celular (TAGUCHI; YAMADA; TAGUCHI, 1995).



19

A subunidade S1, ectodominio aminoterminal da proteina S, muito mais varidvel do que a
subunidade S2, apresenta atividade de ligacdo a receptores celulares e forma o bulbo da espicula
dos coronavirus (LAI; CAVANAGH, 1997). Por formar a porcdo bulbar da proteina S que
contém a maior parte dos sitios antigénicos, a subunidade S1 e o segmento do genoma dos
coronavirus que a codifica sdo mais expostos a pressoes seletivas imunoldgicas mais intensas e,
assim, mais propensos ao encontro de polimorfismos do que os demais genes e proteinas dos
coronavirus (ABRAHAM et al., 1990). Além disso, ¢ muito comum que o IBV sofra
recombinacdes ou mutacdes (delecdes, inser¢des ou substituicdes) durante uma infeccdo mista
com outros IBVs (CAVANAGH; NAQI, 2003).

Tais polimorfismos na proteina S e no gene que a codifica sdo a base para a existéncia de
mais de 20 sorotipos de IBV, entre os quais ha baixa ou nenhuma protecdo cruzada (COOK et al.,
1999; CAVANAGH, 2007). Dentre os sorotipos existentes, os mais conhecidos sdo: Beaudette,
Massachusetts, Connecticut, Arkansas, 793B (4/91), IMK e D274. H4, ainda, aqueles sorotipos
que ndo podem ser classificados, quer seja por reacdes sorolégicas ou por técnicas de biologia
molecular, sendo denominados variantes (DI FABIO; VILLARREAL, 2009).

As sequéncias de aminodcidos da subunidade S1 da proteina de espicula sdo responsédveis
pela ligagcdo ao receptor de membrana celular, definicdo de sorotipo e neutralizacdo viral
(CAVANAGH; DAVIS, 1986; IGNJATOVIC; GALLI, 1994; WANG; HUANG, 2000;
CAVANAGH et al, 2003), tal regido e a seqiiéncia de nucleotideos que a codifica sdo os
marcadores moleculares de eleicdo para a determinacdo de sorotipos (ou genotipos) € mesmo
para a predi¢cdo da protecdo cruzada, a qual declina com a diminui¢cdo da identidade da seqii€ncia
S1 entre amostras de campo e amostras vacinais (CAVANAGH et al., 2003; LADMAN et al.,
2006).

Comparando as sequéncias de aminodcidos do gene S1 de diferentes sorotipos
determinados por testes de virus neutralizacdo, a maioria varia em torno de 20 a 25%, podendo
chegar até a 50% de variacdo entre um sorotipo e outro. Interessantemente, diferencas de 2 a 3%
de residuos de aminodcidos (10 a 15 residuos) podem resultar em uma mudanga de sorotipo, o
que contribui para a diminui¢do da protecao cruzada (CAVANAGH, 2007).

Assim, apenas algumas alteracdes na seqiiéncia de nucleotideos da regido hipervaridvel do
gene S podem dar origem a novos sorotipos de IBV. Apesar disso, uma parte considerdvel do

gene S permanece inalterada e por esse motivo certo sorotipo pode promover protecdo cruzada
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contra tipos de IBV que ndo pertencam ao mesmo sorotipo. Por isso, em se tratando do uso de
vacinas, € importante o conceito de protectotipos (tipo de IBV contido em uma vacina que
desenvolva protecdo in vivo contra o desafio por virus de campo do seu mesmo sorotipo ou de
sorotipos diferentes daqueles contidos na referida vacina) ao invés de sorotipos (COOK et al,,
1999; DE WIT, 2000; DI FABIO; VILLARREAL, 2009).

As variagdes genéticas podem, ainda, resultar em mudangas no tropismo e patogenicidade
do virus que podem levar a geragdo de novos patotipos (classe a que pertence determinado tipo
de IBV conforme a sua capacidade de causar lesdo em determinado tipo de célula ou de tecido)
de IBV (DI FABIO; VILLARREAL, 2009).

No Brasil, a bronquite infecciosa das galinhas se apresenta sob todas as formas
patogénicas descritas (DI FABIO; VILLARREAL, 2009). Além disso, € conhecida a existéncia
dos sorotipos Arkansas, Connecticut e Massachusetts (DI FABIO et al., 2000; MONTASSIER et
al., 2006), sendo este dltimo sorotipo o Unico permitido em forma atenuada pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) do Brasil para a producdo de vacinas para o
controle da bronquite infecciosa avidria no pais.

Entretanto, estudos recentes vém demonstrando que no Brasil ocorrem tipos de IBV
geneticamente distantes dos tipos classicos exemplificados anteriormente, existindo tais tipos
brasileiros sob a forma de um tinico grupamento filogenético (ABREU et al., 2006; BRENTANO
et al., 2006; VILLARREAL et al., 2007a; MONTASSIER et al., 2008; SANDRI et al., 2008a, b,
¢, d; SANDRI et al., 2009a, b, ¢), grupamento este proximo do sorotipo D274 e distante do
sorotipo vacinal Massachusetts, guardando com este ultimo, uma identidade mdxima de
aminodcidos de 71% para a regido amino-terminal de S (VILLARREAL et al., 2007b) o que tem
como consequéncias imediatas a evasdo vacinal e a impossibilidade do controle da doenca
(GELB et al., 2005) .

Assim, estudos voltados a tipificagdo dos IBV existentes no Brasil, que permitam
primeiramente determinar se os mesmos pertencem ao sorotipo vacinal Massachusetts ou nao,
considerando que a imunidade, como explicitado anteriormente, € sorotipo-especifica, sio
fundamentais para o delineamento de estratégias de controle, pois o controle por meio de
vacinagdo s6 € efetivo se houver um elevado grau de identidade entre as amostras presentes no

campo e aquela presente nas formulagdes vacinais que se pretendem utilizar.
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A distribuicdo geografica do tipo brasileiro de IBV e sua ocorréncia em infecc¢io tnica ou
em co-circulagdo com outros sorotipos\genotipos em uma dada granja ou em co-infec¢io com
outros sorotipos\genotipos em uma mesma ave no plantel avicola brasileiro ainda sdo
desconhecidas, dificultando o controle e a profilaxia eficientes, gerando, assim Onus para a
avicultura nacional.

Desta forma, a pesquisa e a geracdo de dados deste tipo brasileiro de IBV sdo
fundamentais para que se entenda melhor sua distribui¢cdo e genealogia e assim delinear medidas
de manejo e medidas profilaticas mais eficazes baseadas tanto na etiologia quanto na cadeia de
transmissao, como, por exemplo, a imunoprofilaxia.

Finalmente, um mais aprofundado entendimento das relacdes genealdgicas entre as
amostras de IBV detectadas, com base em sequéncias de DNA da regido codificadora da
subunidade S1 da proteina S permitird a evidenciacdo da relacdo entre amostras brasileiras e
aquelas detectadas em outros paises e de padrdes filogeograficos de IBV dentro do territdrio
nacional, contribuindo para o entendimento da epidemiologia molecular da bronquite infecciosa

das galinhas no Brasil e para seu mais eficiente controle.



OBJETIVOS

“Everything that is really great and inspiring is created by
the individual who can labor in freedom.”
Albert Einstein
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2 OBJETIVOS

Tendo em vista a importancia da bronquite infecciosa das galinhas como causa de grandes

perdas na avicultura brasileira, o presente trabalho teve os seguintes objetivos:

¢ Estudar a freqiiéncia de IBV em amostras de diversos 6rgdos e contetido entérico de avés,
matrizes, poedeiras comerciais e frangos com base no diagndstico pela reacdo de transcricdo
reversa seguida pela reacdo em cadeia pela polimerase semi-nested (semi-nested RT-PCR)

dirigida a regidao 3’UTR do virus.

e Classificar as amostras de IBV encontradas nos diversos tipos de amostras como pertencente ou
ndo ao sorotipo vacinal Massachusetts utilizando uma multiplex nested RT-PCR dirigida ao

gene codificador da protefna S do virus.

e Avaliar a diversidade molecular entre as amostras de IBV com base em seqiienciamento parcial

da regido codificadora da subunidade S1 da proteina S do IBV.



MATERIAL E METODOS

“The important thing is not to stop questioning.”

Albert Einstein
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3 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos que foram utilizados para a realizagc@o desse estudo estdo descritos

na sequéncia em que foram executados.

3.1  AMOSTRAS CLINICAS

Foi utilizado neste estudo, um total de 844 amostras de avds, poedeiras comerciais,
matrizes e frangos de 200 lotes de granjas localizadas nas regides Sul, Sudeste, Centro-oeste e
Nordeste do Brasil no periodo de 2007 ao inicio de 2009. Considerou-se lote cada grupo de aves
alojado num mesmo galpdo e com distincdo de tipo de criacdo e de idade, podendo haver,
portanto, dois lotes diferentes em uma mesma granja.

As amostras foram colhidas sob a forma de pool de 6rgaos, sendo um pool constituido
pelo conjunto de 6rgdos de trés a cinco aves, obtendo-se, separadamente, pools de pulmdes
(2/ave), traquéia (da glote a carina), rins (2/ave), coracdo (1/ave), bursa de Fabricius (1/ave),
figado (1/ave), baco (1/ave), testiculos (2/macho) no caso de matrizes e avos, trato reprodutivo
completo ou parcial (ovarios, oviduto e utero — 1/fémea) no caso das avos, das poedeiras
comerciais e das matrizes e intestino (conjunto dos intestinos delgado e grosso). Foram colhidos,
ainda, suabes traqueais de alguns lotes, sendo testados de modo individual e ovos provenientes de
poedeiras com sinais reprodutivos, sendo testados gema e clara separadamente.

Os orgaos foram colhidos de aves que apresentavam sinais compativeis com a BIG
através de necropsia nas granjas, sendo separados por tipos de 6rgdos, embalados, mantidos e
enviados sob refrigeracdo (4°C) para a Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de Sdo Paulo onde eram armazenados a -20°C at¢é o momento do seu
processamento.

Escolheu-se fazer a amostragem por pools de 6rgdos de trés a cinco aves de um mesmo
lote a fim de se obter 95% de confianca de se detectar uma infec¢do (DE WITT, 2000).

Todas as aves analisadas encontravam-se vacinadas contra IBV, com programa vacinal de

acordo com o tipo de ciclo de vida: aves de ciclo curto (frangos de corte) receberam apenas uma
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dose de vacina atenuada sorotipo Massachusetts e aves de ciclo longo (avds, poedeiras
comerciais € matrizes) receberam primo vacinac¢do atenuada sorotipo Massachusetts e reforcos de
vacina inativada sorotipo Massachusetts, em algumas granjas no programa de vacina¢do havia,

ainda, refor¢os de vacina inativada sorotipo D274 e/ou Arkansas.

3.2 CONTROLES POSITIVO E NEGATIVO

Como controle positivo para as RT-PCRs foi utilizada a amostra vacinal viva H120,
sorotipo Massachussetts e, como controle negativo, dgua ultra-pura tratada com 0,1% de dietil-

pirocarbonato (dgua DEPC).

3.3  PREPARO DAS AMOSTRAS E EXTRACAO DE RNA

Cada pool de 6rgados foi macerado em placas de Petri esterilizadas descartdveis utilizando
um par de tesouras e pingas esterilizadas para cada pool, mantendo-se as amostras sempre
preservadas em gelo. O conteudo entérico de cada pool de intestinos foi colhido em tubos
plasticos esterilizados de centrifuga de S0mL.

Entdo, foram preparados a partir de cada homogeneizado de O6rgdos e amostra de
contetddos entéricos, uma suspensdo a 50% (volume/volume) em dgua DEPC, em microtubos
plasticos para centrifuga, esterilizados e livres de nucleases.

Os tubos foram entdo submetidos a trés ciclos de congelamento a -80°C e
descongelamento a 56°C para promover a lise celular e, a seguir, centrifugados a 5000 G por 15
minutos a 4°C, tomando-se o sobrenadante como amostra.

A extracdo do RNA total das suspensdes dos 6rgdos e fecais, do controle positivo (vacina)
e do controle negativo (dgua DEPC) foi realizada com TRIzol Reagent (Invitrogen™™), segundo

as instrucdes do fabricante, sendo armazenado o RNA extraido a -20°C para as etapas seguintes.
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3.4  APLICACAO DE UMA REACAO DE TRANSCRICAO-REVERSA SEGUIDA DE
REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE SEMI-NESTED (SEMI-NESTED RT-
PCR) PARA TRIAGEM DAS AMOSTRAS PARA O VIRUS DA BRONQUITE
INFECCIOSA (IBV)

Para o diagnéstico de triagem de IBV, as amostras foram submetidas uma reacdo de semi-
nested RT-PCR dirigida para a regido 3’UTR do genoma dos coronavirus do grupo 3, gerando
um segmento de 179 pares de bases, de acordo com o proposto por Cavanagh et al. (2002).

Os pares de primers externos (UTR41S 5° ATGTCTATCGCCAGGGAAATGTC 3’ e
UTR11A 5° 5 GCTCTAACTCTATACTAGCCTA 3’) produzem um fragmento 266 pb (nt
27342 ao 27607 da regidao 3’UTR em relacdo a amostra Beaudette de IBV nimero de acesso
GenBank M95169) e os internos (UTR41S 5° ATGTCTATCGCCAGGGAAATGTC 3’ e
UTR31A 5° GGGCGTCCAAGTGCTGTACCC 3’) produzem um fragmento de 179 pb (nt
27342 ao 27520 da regido 3’UTR, interno ao produto da primeira PCR).

A sintese de cDNA (transcricdo reversa) realizou-se a partir da desnaturag@o de 3,5uL do
RNA, obtido conforme item 3.3, a 95°C durante 5 minutos, o qual adicionou-se ao mix de
transcricao reversa contendo 1 x First Strand Buffer (InvitrogenTM), 1mM de cada dNTP, 10mM
DTT, 1 uM de cada primer (UTR41S e UTR11A) e 100U de M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen™™) para um volume final de 10uL, realizando-se a transcrigio reversa a 42°C por 60
minutos.

A seguir, para a primeira amplificacdo, foram adicionados 2,5uL de cada cDNA ao mix
de PCR, sendo este composto por 1 x PCR Buffer (InvitrogenTM), 0,2mM de cada ANTP, 0,5uM
de cada primer (UTR41S e UTRI11A), 1,5mM MgCl,, 12,625uLL 4gua ultra-pura esterilizada e
0,625U de Taq DNA polimerase (Invitrogen' ™) para uma reacio final de 25uL e submetidos a 35
ciclos de 94°C por 1 minuto, 48°C por 1,5 minutos e 72°C por 2 minutos, seguidos por 72°C por
10 minutos para extensdo final.

Para a segunda amplificacdo (nested), foram adicionados 2,5uLL de cada DNA amplificado
ao mix de nested, composto por 1 x PCR Buffer (InvitrogenTM), 0,2mM de cada dNTP, 0,5uM de
cada primer (UTR41S e UTR31A), 1,5mM MgCl,, 12,625uL 4dgua ultra-pura esterilizada e
0,625U de Taq DNA polimerase (Invitrogen'™) para uma reagdo final de 25uL, e submetidos a
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35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 48°C por 1,5 minutos e 72°C por 2 minutos, seguidos por 72°C
por 10 minutos para extensao final.

Nesta etapa, foram adicionados tubos com dgua ultra-pura a cada quatro amostras para se
avaliar contaminagdes por DNA amplificado.

Dez microlitros do produto do nested foram analisados em gel de eletroforese com
agarose a 1,5 %, corados com brometo de etideo 0,5 pg/mL e observados sob luz ultravioleta.

Todas as reagOes descritas no presente estudo foram feitas em salas separadas com intuito
de evitar possiveis contamina¢des. Foram consideradas positivas as amostras que resultaram na

banda correspondente de 179 pares de bases.

3.5 APLICACAO DE UMA REACAO DE TRANSCRICAO-REVERSA SEGUIDA DE
REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE MULTIPLEX NESTED (MULTIPLEX
NESTED RT-PCR) PARA GENOTIPAGEM DAS AMOSTRAS POSITIVAS PARA O
VIRUS DA BRONQUITE INFECCIOSA (IBV)

Com o objetivo de determinar se as amostras que se apresentaram positivas para a semi-
nested RT-PCR de triagem para IBV (item 3.4) pertencem ou ndo ao sorotipo Massachusetts,
utilizado nas vacinas contra a BIG no Brasil, as mesmas foram submetidas a uma multiplex
nested RT-PCR descrita por Cdpua et al. (1999) para a amplificacdo de segmentos da regido
codificadora da subunidade S1 da proteina S dos sorotipos Massachusetts, D274 e 4/91 baseada
em primers sorotipo-especificos, resultando em amplicons de tamanhos diferentes para cada um
dos trés sorotipos.

O par de primers externos (IBVS 5° YACTGGYAATTTTTCAGATGG 3’ ¢ IBVAS 5’
CWCTATAAACACCYTTRCA 3’) produz um fragmento de 458 pb (nt 729 ao 1193 do gene S1
em relacdo a amostra do IBV), utilizado a seguir em uma multiplex nested PCR com o primer
IBVNA (5° CAGATTGCTTRCAACCACC 3’), desenhado para hibridizar em todos os trés
soro/genotipos, e 0s primers soro/genotipo-especificos: 793S &
AGTAGTTTTGTGTATAAAYCA 3°), D274S (5° ATACAATTATATCAAACCAGC 3’°) e
H120S (5° AATACTACTTTTACGTTACAC 3’) que correspondem aos soro/genotipos 4/91,
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D274 e Massachusetts respectivamente, gerando fragmentos de 153 pb (nt 958 a 1111), 217 pb
(nt 895 a 1111) e 295 pb (nt 817 a 1111) respectivamente. Os primers foram modificados em
relac@o ao original para aumentar a sensibilidade da reacao.

A sintese de cDNA (transcricdo reversa) realizou-se a partir da desnaturagdo de 3,5uL do
RNA, obtido conforme item 3.3, a 95 °C durante 5 minutos, o qual adicionou-se ao mix de
transcricao reversa contendo 1 x First Strand Buffer (InvitrogenTM), 1mM de cada dNTP, 10mM
DTT, 1uM de cada primer (IBVS e IBVAS) e 100U de M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen'™) para um volume final de 10uL, realizando-se a transcrigdo reversa a 42°C por 60
minutos.

Ap6s a obtencdo do DNA complementar, foi realizada a reagdao de PCR pela adi¢do de
3,5uL de cada cDNA ao mix de PCR, sendo este composto por 1 x PCR Buffer (Invitrogen™™),
0,2mM de cada ANTP, 0,5 uM de cada primer (IBVS e IBVAS), 1,5mM MgCl,, 12,625uL dgua
ultra-pura esterilizada e 0,625U de Taq DNA polimerase (Invitrogen' ™) para uma reagio final de
25uL, e submetidos a 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 48°C por 1,5 minutos e 72°C por 2
minutos, seguidos por 72°C por 10 minutos para extensado final.

Para a segunda amplificacdo, foram adicionados 2,5uL. do produto da primeira
amplificacio ao mix de nested, composto por 1 x PCR Buffer (Invitrogen™), 0,2mM de cada
dNTP, 0,5uM de cada primer (IBVNA, 793S, D274S e H120S), 1,5mM MgCl,, 10,125uL dgua
ultra-pura esterilizada e 0,625U de Taq DNA polimerase (Invitrogen' ™) para uma reagio final de
25uL,, e submetidos a 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 48°C por 1,5 minutos e 72°C por 2
minutos, seguidos por 72°C por 10 minutos para extensao final. Um tubo contendo dgua DEPC
foi adicionado a cada quatro amostras na reagdo de multiplex nested para o monitoramento de
contaminac¢des por DNA amplificado, também adicionado de mix e levado ao termociclador. As
diferentes etapas foram feitas em salas separadas com o intuito de evitar possiveis
contaminacoes.

Cinco microlitros do produto do multiplex nested, bem como do produto da primeira
amplificacdo de cada amostra (com o intuito de verificar se o excesso de DNA levaria a inibi¢ao
da nested e a erros na tipificacdo) foram analisados em gel de eletroforese com agarose a 1,5%,
corados com brometo de etideo a 0,51ug/mL e observados sob luz ultravioleta. A determinacdo do
sorotipo/genotipo presente na amostra em estudo foi realizada pelo tamanho do fragmento obtido,

sendo o amplicon de 153 pb atribuido ao sorotipo 4/91, o de 217 pb ao sorotipo D274 e o de 295



29

pb ao sorotipo Massachusetts. Com a auséncia de amplicons em gel de eletroforese, a amostra foi

considerada Variante.

3.6 APLICACAO DE UMA REACAO DE TRANSCRICAO-REVERSA SEGUIDA DE
REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE SEMI-NESTED (SEMI-NESTED RT-
PCR) PARA AMPLIFICACAO DA REGIAO CODIFICADORA DA SUBUNIDADE S1
DA PROTEINA S DO VIRUS DA BRONQUITE INFECCIOSA (IBV)

Foram selecionadas 19 amostras, com base em tipo de 6rgdo, tipo de criagdo, sinais
clinicos e regido geogréfica, classificadas como positivas para a presenca de IBV conforme o
item 3.4, mas que ndo resultaram nos fragmentos esperados apds a reacdo de multiplex nested
RT-PCR (item 3.5), para a caracterizacdo por seqiienciamento de DNA a partir de um segmento
de 390 pb da regido codificadora da subunidade S1 da proteina S do IBV, com os primers
descritos por Worthington et al. (2008), sendo o par de primers externos SXI1S (5’
CACCTAGAGGTTTGYTWGCAT 3’) e SX2A (5° TCCACCTCTATAAACACCYTT 3’) que
produz um fragmento de 494 pb (nt 677 a 1170 do genoma do IBV) e o par de primers internos
SX3S 5 TAATACTGGYAATTTTTCAGA 3") e SX4A 5
AATACAGATTGCTTACAACCACC 3’) o qual produz um amplicon de 390 pb (nt 705 a 1094
em relacdo a amostra UK/793 do IBV nimero de acesso GenBank Z83979).
A sintese de cDNA (transcricdo reversa) realizou-se a partir da desnaturagdo de 3,5uL do
RNA, obtido conforme item 3.3, a 95 °C durante 5 minutos, o qual adicionou-se ao mix de
transcricao reversa contendo 1 x First Strand Buffer (InvitrogenTM), ImM de cada ANTP, 10mM
DTT, 0,5uM de cada primer (SX1S e SX2A) e 100U de M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen™™) para um volume final de 10uL, realizando-se a transcrigio reversa a 42°C por 60
minutos.
A seguir, foram adicionados 2,5uL. de cada cDNA ao mix de PCR, sendo este composto
por 1 x PCR Buffer (InvitrogenTM), 0,2mM de cada ANTP, 1uM de cada primer (SX1S e SX2A),
1,5mM MgCl,, 12,625ul 4dgua ultra-pura esterilizada e 0,625U de Taq DNA polimerase

(Invitrogen™) para uma reacdo final de 25uL e submetidos a 35 ciclos de 94°C por 1 minuto,
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48°C por 1,5 minutos e 72°C por 2 minutos, seguidos por 72°C por 10 minutos para extensiao
final.

Para a segunda amplificacdo, foram adicionados 5 uL. de cada DNA amplificado ao mix
de nested, composto por 1 x PCR Buffer (InvitrogenTM), 0,2mM de cada ANTP, 0,5uM de cada
primer (SX3S e SX4A), 1,5mM MgCl,, 20,25uL 4gua ultra-pura esterilizada e 1,25U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen'"') para uma reagéo final de 50pL, e submetidos a 35 ciclos de 94°C
por 1 minuto, 48°C por 1,5 minutos e 72°C por 2 minutos, seguidos por 72°C por 10 minutos para
extensdo final. Nesta etapa, foram adicionados tubos com dgua ultra-pura a cada quatro amostras
para se avaliar contaminagdes por DNA amplificado. Todas as reagdes foram feitas em salas
separadas com o intuito de evitar possiveis contaminacoes.

Dez microlitros do produto do nested foram analisados em gel de eletroforese com
agarose a 1,5%, corados com brometo de etideo 0,51g/mL e observados sob luz ultravioleta.

Foram consideradas positivas as amostras que resultaram no fragmento correspondente a 390 pb.

3.7 SEQUENCIAMENTO DE DNA

A purificacdo dos produtos de PCR para o gene S com 390 pb obtidos conforme o item
3.6 foi realizada a partir dos géis de agarose com GFX™ PCR DNA and GEL BAND Purification
Kit (GE Healthcare), quantificado visualmente com Low Mass DNA Ladder (Invitrogen™) de
acordo com as instrucdes do fabricante e submetidos ao seqiienciamento bi-direcional de DNA
em seqiienciador automdtico ABI-377 (Applied Biosystems™).

A reacdo de seqiienciamento consistiu em 4ulL. de BigDye 3.1 (Applied Biosystems™),
4uL de 5x Sequencing buffer (Applied Biosystems™), 4pmol de cada primer senso e antisenso e
20ng do DNA alvo para uma reagdo final de 20uL, levando-se ao termociclador PTC-200 (MJ
Research ™) para 35 ciclos de 96°C por 30 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 4
minutos, com rampa de 0,7°C/s entre cada temperatura.

A seguir, o produto desta reacdo foi precipitado a temperatura ambiente com 80uL de
isopropanol a 75%, incubando-se durante 20 minutos, centrifugando-se a 12.000 G por 25

minutos, removendo-se 0 sobrenadante e adicionando-se 250uL de etanol a 70%, centrifugando-
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se a 12.000 G por 5 minutos e secando-se o precipitado a 95°C por 5 minutos, levando as

amostras ao seqiienciador automatico ABI-377 (Applied Biosystems™).

3.8 EDICAO DE SEQUENCIAS

Os cromatogramas gerados para cada uma das sequéncias senso e antisenso de cada
amostra foram submetidos ao aplicativo Phred online em
http://alspauralgin.cenaurgen.embralpal.br/phph/1 para avaliacdo da qualidade das bases dos mesmos,
sendo utilizadas apenas as posi¢des com escore maior do que 20, ou seja, menos de um erro a
cada 100 bases seqiienciadas.

A seguir, os cromatogramas foram conferidos manualmente com o programa Chromas v.
2.23 (© 1998-2002 Technelysiumm Pty LTD) para a busca por erros de interpretacdo e
discrepancias entre cada uma das fitas seqiienciadas.

A seqiiéncia final para cada amostra foi obtida com o aplicativo Cap-Contig do programa
Bioedit v. 5.0.9 (HALL, 1999), sendo a mesma submetida a BLASTn para confirma¢do do

seqiienciamento em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST?.

3.9  ANALISE GENEALOGICA E DE DIVERSIDADE MOLECULAR

Para as sequéncias putativas de aminodcidos a partir das sequéncias de nucleotideos, a
arvore genealdgica foi gerada apds a traducdo das sequéncias de nucleotideos da regido
codificadora da subunidade S1, sendo tais sequéncias de aminodcidos alinhadas pelo método do
CLUSTAL/W com a matriz BLOSUMG62 com o programa Bioedit (HALL, 1999) em conjunto

com sequéncias homologas encontradas no GenBank, conferindo-se manualmente o alinhamento,

' Phred Aplicativo disponivel em: <http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/>. Acesso em: 2009.
> BLAST Aplicativo disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST>. Acesso em: 2009.
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obtendo-se a arvore de distancia com o algoritmo Neighbor-Joining € modelo evolutivo de
Poisson com 1000 repeti¢des de “bootstrap” com o programa MEGA 4.0.

Foram incluidas, ainda, sequéncias referentes a amostras apresentadas no Anexo A e
previamente descritas (BRAN DAO et al., 2009).

Para os cdlculos de identidades de aminodcidos, foram excluidas sequéncias de
nucleotideos com 100% de identidade entre si, bem como aquelas com 100% de identidades de
aminodcidos quando realizada a tradu¢do com Bioedit v. 5.0.9 (HALL, 1999), calculando-se as
identidades de aminodcidos minima, mixima e média para os dados de virus da bronquite

infecciosa das galinhas com o programa Microsoft® Office Excel 2003.



RESULTADOS

“The most beautiful thing we can experience is the mysterious. It is the source of all true
art and science.”
Albert Einstein




34

4 RESULTADOS

Os resultados foram divididos de acordo com a realizagdo da metodologia para melhor

visualizag¢do e entendimento.

4.1 REACAO DE TRANSCRICAO-REVERSA SEGUIDA DE REACAO EM CADEIA
PELA POLIMERASE SEMI-NESTED (SEMI-NESTED RT-PCR) DIRIGIDA A
REGIAO 3'UTR PARA TRIAGEM DAS AMOSTRAS PARA O VIRUS DA
BRONQUITE INFECCIOSA (IBV)

Os resultados da triagem foram divididos em pools de 6rgaos e em lotes para melhor

organizacao.

4.1.1 Resultados por pools de érgaos

Considerando os 844 pools de diferentes Orgdos testados, 45,50% (384/844) foram
positivos para a presenca de IBV como indicou a reacdo de SEMI-NESTED RT-PCR dirigida a
regiao 3’UTR.

Conforme tabela 1 e gréfico 1 a seguir, levando em consideracdo a divisdo por 6rgaos,
33,33% (8/24) dos aparelhos reprodutivos femininos testados foram positivos para IBV; 25,00%
(05/20) dos bagos foram positivos; 80,00% dos pools de Bursa de Farbricius foram positivos;
66,66% (102/153) dos conteddos entéricos testados foram positivos para IBV; 23,08% (03/13)
dos coragdes foram positivos; 35,29% (06/17) dos pools de figados foram positivos; 20,45%
(09/44) dos ovarios foram positivos para a presenca de IBV; 25,00% (01/04) dos ovidutos foram
positivos; 45,18% (61/135) dos pools de pulmdes foram positivos; 50,36% (70/139) dos rins
testados foram positivos; 16,00% (08/50) dos testiculos foram positivos para IBV; 49,33%
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(74/150) das traquéias testadas foram positivas; 27,59% (08/29) dos tteros foram positivos para
IBV.

Foram testados, ainda, trés pools com pulmdes, rins e traquéias, dos quais apenas um
(33,33%) foi positivo para a presengca de IBV e sete pools com pulmdes e traquéias, dos quais
seis (85,57%) foram positivos para IBV.

Suabes traqueais foram testados e 41,67% (15/36) deles foram positivos para a presenga
de IBV. Um pool de claras foi positivo e um pool de gemas foi negativo para a presenga de IBV.

Nao foi detectada a presenca de IBV em oito pools de musculo peitoral analisados.

Tabela 1 — Frequéncia do IBV em pools de diferentes 6rgaos

Frequéncia do IBV em pools de diferentes érgaos

Orgaos Positivo Negativo Total
n Yo n Yo n
Aparelho Reprodutivo Feminino 8 33,33 16 66,67 24
Bacos 5 25,00 15 75,00 20
Bursas de Fabricius 4 80,00 1 20,00 5
Conteudos Entéricos 102 66,67 51 33,33 153
Coragoes 3 23,08 10 76,92 13
Figados 6 35,29 11 64,71 17
Muisculo Peitoral 0 0,00 8 100,00 8
Ovidrios 9 20,45 35 79,55 44
Ovidutos 1 25,00 3 75,00 4
Pulmoes 61 45,18 74 54,82 135
Rins 70 50,36 69 49,64 139
Testiculos 8 16,00 42 84,00 50
Traquéias 74 49,33 76 50,77 150
Uteros 8 27,59 21 72,41 29
Pulmdes + Rins + Traquéias 1 33,33 2 66,67 3
Pulmdes + Traquéias 6 85,57 1 14,43 7
Suabes Traqueais 15 41,67 21 58,33 36
Claras 1 100,00 0 0,00 1
Gemas 0 0,00 1 100,00 1
N3o Determinadas 2 40,00 3 60,00 5

Total 384 460 844
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Grafico 1 — Frequéncia de IBV em pools de diferentes orgaos

4.1.2 Resultados por lotes

Em 147 dos 200 lotes testados (73,5%) foi detectada a presenca de IBV.

Conforme tabela 2 e gréifico 2 a seguir, levando em consideracdo a regido geogrifica de
origem, 81,61% (71/87) dos lotes da regido Sul foram positivos para o IBV; na regido Sudeste,
56,00% (28/50) dos lotes foram positivos; 90,00% (9/10) dos lotes da regido Centro-oeste foram
positivos e 65,38% (17/36) dos lotes da regido Nordeste foram positivos para a presenga de IBV.
Houve, ainda, lotes cuja origem ndo foi informada (NI - ndo informado), sendo destes, 81,48%

(22/27) positivos para IBV.



Tabela 2 — Frequéncia do IBV segundo a regido geogréfica de origem

Frequéncia do IBV segundo a regido geografica de origem

Regido Positivo Negativo Total
n % n % N
Sul 71 81,61 16 18,39 87
Sudeste 28 56,00 22 44,00 50
Centro-oeste 9 90,00 1 10,00 10
Nordeste 17 65,38 9 34,62 26
N3ao Informada 22 81,48 5 18,52 27
Total 147 53 200
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Graéfico 2 — Frequéncia do IBV segundo a regido geografica de origem
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Conforme tabela 3 e grafico 3 a seguir, considerando o tipo de criacdo, 85,42% (41/48)

dos lotes de frangos de corte foram positivos para IBV; 63,64% (21/33) dos lotes de poedeiras

comerciais foram positivos; 74,24% (49/66) dos lotes de matrizes foram positivos e 50,00%

(12/24) dos lotes de avos foram positivos para a presenga de IBV. Nos lotes cujo tipo de criagdo

ndo foi informado, houve a presenca de IBV em 82,76% (24/29).
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Tabela 3 — Frequéncia do IBV segundo o tipo de criagdo

Frequéncia do IBV segundo o tipo de criacdo

Tipos de Criacdo Positivo Negativo Total
n % n % n
Frangos de Corte 41 85,42 7 14,58 48
Poedeiras comerciais 21 63,64 12 36,36 33
Matrizes 49 74,24 17 25,76 66
Avos 12 50,00 12 50,00 24
N3ao Informada 24 82,76 5 17,24 29
Total 147 53 200
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Grafico 3 — Frequéncia do IBV segundo o tipo de criagdao

Conforme tabela 4 e gréfico 4 a seguir, quando classificados quanto aos sinais clinicos
apresentados pelas aves a positividade de IBV nos lotes foi de: 50,00% (01/02) nos lotes com
sinais articulares; 94,74% (18/19) nos lotes com sinais entéricos; 48,00% (12/25) nos lotes com
sinais reprodutivos; 78,26% (18/23) nos lotes com sinais respiratérios; 100,00% (01/01) no lote
com sinais renais; 83,33% (05/06) nos lotes com sinais entéricos e reprodutivos; 33,33% (03/09)
nos lotes com sinais entéricos e respiratorios; 83,33% (05/06) nos lotes com sinais respiratorios e

reprodutivos e 60,00% (03/05) nos lotes com sinais respiratorios, renais € entéricos.
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Dois lotes com sinais reprodutivos e renais foram negativos para a presenga de IBV. Em

lotes com auséncia de sinais clinicos, 83,33% (05/06) foram positivos para o IBV. Houve, ainda,

lotes cujos sinais clinicos ndo foram informados, onde 79,17% (76/96) desses foram positivos.

Tabela 4 — Frequéncia do IBV em relacio aos sinais clinicos apresentados pelas aves

Frequéncia do IBV em relaciio aos sinais clinicos apresentados pelas aves

Sinais Clinicos Positivo Negativo Total
n Yo n Yo n
Ausentes 5 83,33 1 16,67 6
Articulares 1 50,00 1 50,00 2
Renais 1 100,00 0 0,00 1
Entéricos 18 94,74 1 5,26 19
Reprodutivos 12 48,00 13 52,00 25
Respiratérios 18 78,26 5 21,74 23
Entéricos e Reprodutivos 5 83,33 1 16,67 6
Entéricos e Respiratérios 3 33,33 6 66,67 9
Reprodutivos e Renais 0 0,00 2 100,00 2
Respiratérios e Reprodutivos 5 83,33 1 16,67 6
Respiratérios, Renais e Entéricos 3 60,00 2 40,00 5
Nio Informados 76 79,17 20 20,83 96
Total 147 53 200
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42  REACAO DE TRANSCRICAO-REVERSA SEGUIDA DE REACAO EM CADEIA
PELA POLIMERASE MULTIPLEX NESTED (MULTIPLEX NESTED RT-PCR) PARA
GENOTIPAGEM DAS AMOSTRAS POSITIVAS PARA O VIRUS DA BRONQUITE
INFECCIOSA (IBV)

Em todos os 384 pools de amostras dos diferentes 6rgaos testados que foram positivos
para a presenca de IBV foi realizada a reacdo de MULTIPLEX NESTED RT-PCR dirigida a
regido codificadora da subunidade S1 proteina S a fim de determinar se pertenciam ou ndo ao

sorotipo/genotipo Massachusetts.
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4.2.1 Resultados por pools de érgaos

Em relacdo aos 384 pools de diferentes 6rgaos testados e positivos na para IBV, 84,63%
(325/384) foram considerados genotipo Variante, 9,89% (38/384) foram do sorotipo/genotipo
Massachusetts e 0,52% foram do sorotipo/genotipo 4/91 (02/384). De todas as amostras positivas
para IBV, 17 ndo foram genotipadas.

Houve co-circulacdo dos sorotipos/genotipos Massachusetts e 4/91 em dois pools de
orgdos de lotes diferentes.

Considerando a divisdo por 6rgdos (vide Tabela 5 e Grafico 5): dos aparelhos
reprodutivos femininos positivos para IBV, 87,50% (07/08) pertencem ao genotipo Variante e
12,50% (01/08) pertencem ao sorotipo/genotipo Massachusetts; todos bagos positivos (05)
pertencem ao genotipo Variante; todos os pools de Bursa de Farbricius testados pertencem ao
genotipo Variante; dos contetidos entéricos testados, 88,24% (90/102) pertencem ao genotipo
Variante, 5,88% (06/102) ao sorotipo/genotipo Massachusetts, 0,98% (01/102) ao
sorotipo/genotipo 4/91 e em 1,96% (02/102) houve co-circulagdo sorotipos/genotipos
Massachusetts e 4/91, trés pools de conteiido entérico ndo foram genotipados; todos os pools de
coracOes pertencem ao genotipo Variante; todos os pools de figados pertencem ao genotipo
Variante; dos ovdrios positivos, 66,67% (06/09) pertencem ao genotipo Variante e 33,33%
(03/09) pertencem ao sorotipo/genotipo Massachusetts; o tinico pool de oviduto positivo pertence
ao genotipo Variante; dos pools de pulmdes, 80,33% (49/61) pertencem ao genotipo Variante e
11,47% (07/61) pertencem ao sorotipo/genotipo Massachusetts, cinco pools de pulmdes nao
foram genotipados; dos rins positivos, 87,15% (61/70) pertencem ao genotipo Variante e 7,14%
(05/70) pertencem ao sorotipo/genotipo Massachusetts, quatro pools de rins ndo foram
genotipados; dos testiculos positivos, 87,50% (07/08) pertencem ao genotipo Variante e 12,50%
(01/08) ao sorotipo/genotipo Massachusetts; do total das traquéias positivas, 74,32% (55/74)
pertencem ao genotipo Variante, 18,92%(14/74) ao sorotipo/genotipo Massachusetts e 1,35%
(01/74) ao sorotipo/genotipo 4/91, quatro pools de traquéias nao foram genotipados; dos tteros
positivos para IBV, 87,50% (07/08) pertencem ao genotipo Variante e 12,50% (01/08) ao
sorotipo/genotipo Massachusetts. Houve, ainda, um pool com pulmdes, rins e traquéias e seis

pools com pulmdes e traquéias pertencentes ao genotipo Variante.
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Todos os suabes traqueais positivos para a presenca de IBV pertencem ao genotipo

Variante. Um pool de claras testado foi classificado como sendo do genotipo Variante.

Tabela 5 — Frequéncia das estirpes de IBV em pools de diferentes 6rgaos

Frequéncia das estirpes de IBV em pools de diferentes orgaos

. Variantes Massachusetts 4/91 Sf:m Total
Orgaos genotipagem

n % n % n % n % n
Aparelho Reprodutivo Feminino 7 87,50 1 12,50 0 0,00 0 0,00 8
Bagos 5 100,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 5
Bursas de Fabricius 4 100,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 4
Conteudos Entéricos 90 88,24 6 5,88 1 0,98 3 2,94 100*
Coragoes 3 100,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 3
Figados 6 100,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 6
Ovdrios 6 66,67 3 33,33 0 0,00 0 0,00 9
Ovidutos 1 100,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1
Pulmoes 49 80,33 7 11,47 0 0,00 5 8,20 61
Rins 61 87,15 5 704 0 000 4 571 70
Testiculos 7 87,50 1 12,50 0 0,00 0 0,00 8
Traquéias 55 74,32 14 18,92 1 1,35 4 5,41 74
Uteros 7 8750 1 1250 0 000 o0 0,00 8
Pulmdes + Rins + Traquéias 1 100 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1
Pulmdes + Traquéias 6 100 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Suabes Traqueais 15 100 0 0,00 0 0,00 0 0,00 15
Claras 1 100 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1
Total 324 38 4 16 382

* em 2 pools houve co-circul¢do dos sorotipos/gendtipos Massachusetts e 4/91
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Grafico 5 — Frequéncia dos genotipos Variantes e Massachusetts em pools de diferentes 6rgaos

4.2.2 Resultados por lotes

De todos os 147 lotes positivos para a presenca de IBV, 114 lotes (77,55%) foram
classificados como genotipo Variante, 09 lotes (6,12%) como sorotipo/genotipo Massachusetts e
01 lote (0,68%) como sorotipo/genotipo 4/91. Em dois lotes foi detectada co-circulagcdo dos
sorotipos/genotipos Massachusetts e 4/91 e em um lote a co-circulacio foi do genotipo Variante e
do sorotipo/genotipo 4/91. Seis lotes do total de positivos ndo foram genotipados.

Considerando a regido de origem (vide Tabela 6 e Grafico 6): na regidao Sul, 81,69%
(58/71) dos lotes positivos pertencem ao genotipo Variante, 2,82% (02/71) pertencem ao

sorotipo/genotipo Massachusetts € em 12,67% (09/71) dos lotes houve co-circulagdo do genotipo
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Variante e do sorotipo/genotipo Massachusetts, dois lotes da regido Sul ndo foram genotipados;
na regido Sudeste, 71,43% (20/28) dos lotes positivos pertencem ao genotipo Variante e 3,57%
(01/28) pertence ao sorotipo/genotipo 4/91 e houve co-circulagdo dos sorotipos/genotipos
Massachusetts e 4/91 em 3,57% (01/28) dos lotes, co-circulacdo do sorotipo/genotipo 4/91 e do
genotipo Variante em 3,57% (01/28) dos lotes e co-circulagio do sorotipo/genotipo
Massachusetts e do genotipo Variante em 14,29% (04/28) dos lotes, um lote nao foi genotipado;
todos os lotes positivos (09) para IBV da regido Centro-oeste pertencem ao genotipo Variante e
da regido Nordeste, 82,35% (14/17) dos lotes positivos pertencem ao genotipo Variante e 17,65%
(03/17) ao sorotipo/genotipo Massachusetts. Houve, ainda, lotes cuja origem ndo foi informada
(NI - ndo informado), sendo que 59,09% (13/22) desses pertencem ao genotipo Variante, 18,18%
(04/22) ao sorotipo/genotipo Massachusetts, em um lote (4,55%) foram detectados o genotipo
Variante e o sorotipo/genotipo Massachusetts e quatro lotes positivos para a presenca de IBV nao

foram genotipados.

Tabela 6 — Frequéncia das estirpes de IBV nas regides geograficas

Frequéncia das estirpes de IBV nas regioes geograficas

. V+ M + Sem

Regido Geografica Variantes Mass 4/91 V+M 4/91 491  genotipagem Total

n (%) n(%) n%) n(%) n(%) n((%) n (%) n
Sul 58 (81,69) 2(2,82) 0(0,00) 9 (12,67) 0(0,00) 0 (0,00) 2(2,82) 71
Sudeste 20 (71,43)  0(0,00) 1(3,57) 4(14,29) 13,57) 2(7,14) 0 (0,00) 28
Centro-oeste 9 (100,00)  0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 9
Nordeste 14 (82,35) 3(17,65) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 17
Néo Informada 13 (59,09) 4 (18,18) 0(0,00) 1(4,55) 0(0,00) 0(0,000 4 (18,18) 22

Total 114 9 1 14 1 2 6 147
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Grafico 6 - Frequéncia dos genotipos Variantes e Massachusetts nas regides geograficas de
origem

Levando em consideracdo o tipo de criacdo (vide Tabela 7 e Gréfico 7): nos frangos de
corte, 75,61% (31/41) dos lotes positivos pertencem ao genotipo Variante, 2,44% (01/41) ao
sorotipo/genotipo Massachusetts e em 19,51% (08/41) dos lotes foi detectada co-circulagdo do
genotipo Variante e do sorotipo/genotipo Massachusetts, um lote de frango de corte positivo para
IBV nao foi genotipado.

Nas poedeiras comerciais, 71,43% (15/21) dos lotes positivos pertencem ao genotipo
Variante, 9,52% (02/21) ao sorotipo/genotipo Massachusetts, 4,76% (01/21) pertence ao
sorotipo/genotipo 4/91 e em 9,52% (02/21) dos lotes houve co-circulagdo dos sorotipos/genotipos
Massachusetts e 4/91. Um lote de poedeiras nio foi genotipado.

Nas matrizes, 89,79% (44/49) dos lotes positivos pertencem ao genotipo Variante, 2,04%
(01/21) ao sorotipo/genotipo Massachusetts, em 4,08% (02/21) dos lotes houve co-circula¢do do
genotipo Variante e do sorotipo/genotipo Massachusetts e em 2,04% (01/21) dos lotes a co-
circulacdo detectada foi do genotipo Variante e do sorotipo/genotipo 4/91, um lote de matrizes
ndo foi genotipado.

Nas avos, 66,67% (08/12) dos lotes positivos para a presenga de IBV pertencem ao
genotipo Variante, 8,33% (01/12) ao sorotipo/genotipo Massachusetts e em 25% (03/12) dos

lotes positivos houve co-circulagido do genotipo Variante e do sorotipo/genotipo Massachusetts.



Nos lotes cujo tipo de criagdo ndo foi informado, 66,67% (16/24) dos lotes pertencem ao
genotipo Variante, 16,67% (04/24) ao sorotipo/genotipo Massachusetts e em um lote (4,17%)

houve co-circulagdo do genotipo Variante e do sorotipo/genotipo Massachusetts, trés lotes com

tipo de criacdo ndo informado ndo foram genotipados.

Tabela 7 — Frequéncia das estirpes de IBV nos diferentes tipos de criacdo

Frequéncia das estirpes de IBV nos diferentes tipos de criacao

. V+ M + Sem
Tipo de Criacdo Variantes  Mass 4/91 V+M 4/91 491  genotipagem Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n(%) n(%) n (%) n
Frangos de Corte 31(75,61) 1(2,44) 0(0,000 8(19,51) 0(0,00) 0 (0,00) 1(2,44) 41
Poedeiras comerciais 15(71,43) 2(9,52) 1@4,76) 0(0,00) 0(0,00) 2 (9,52) 1(4,76) 21
Matrizes 44 (89,79) 1(2,04) 0(0,00) 2(4,08) 1(2,04) 0(0,00) 1(2,04) 49
Avoés 8 (66,67) 1(8,33) 00,000 3(25,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 12
Nio Informada 16 (66,67) 4 (16,67) 0(0,00) 1 (4,17) 0(0,00) 0 (0,00) 3 (12,50) 24
Total 114 9 1 14 1 2 6 147
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Grafico 7 — Frequéncia dos genotipos Variantes e Massachusetts nos diferentes tipos de criacdo

Tiposde Criacao

Quando classificados quanto aos sinais clinicos apresentados pelas aves (vide Tabela 8 e

Grafico 8) a distribuicdo dos sorotipos/genotipos entre os lotes: o lote positivo para o IBV com

sinais articulares pertence ao genotipo Variante; nos lotes com sinais entéricos, 77,78% (14/18)
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pertencem ao genotipo Variante, 5,55% (01/18) ao sorotipo/genotipo Massachusetts, em 11,11%
(02/18) dos lotes houve co-circulacdo dos sorotipos/genotipos Massachusetts e 4/91 e em 5,55%
(01/18) dos lotes a co-circulagdo detectada foi do genotipo Variante e do sorotipo/genotipo
Massachusetts.

Nos lotes com sinais reprodutivos, 58,33% (07/12) pertencem ao genotipo Variante, 25%
(03/12) ao sorotipo/genotipo Massachusetts e em 16,67% (02/12) dos lotes a co-circulagdo
detectada foi do genotipo Variante e do sorotipo/genotipo Massachusetts; nos lotes com sinais
respiratdrios, 83,33% (15/18) pertencem ao genotipo Variante e em 16,67% (03/18) dos lotes a
co-circulacdo detectada foi do genotipo Variante e do sorotipo/genotipo Massachusetts.

O tunico lote com sinais renais pertence ao genotipo Variante. Todos os lotes positivos
com sinais entéricos e reprodutivos (05) pertencem ao genotipo Variante; todos os lotes positivos
com sinais entéricos e respiratorios (03) pertencem ao genotipo Variante; todos os lotes com
sinais respiratdrios e reprodutivos (05) pertencem ao genotipo Variante e todos os lotes com
sinais respiratdrios, renais e entéricos (03) pertencem ao genotipo Variante. Em lotes com
ausé€ncia de sinais clinicos, 80% (04/05) pertencem ao genotipo Variante e 20% (01/05) ao
sorotipo/genotipo Massachusetts. Houve, ainda, lotes cujos sinais clinicos ndo foram informados,
73,68% (56/76) pertencem ao genotipo Variante, 7,89% (06/76) ao sorotipo/genotipo
Massachusetts, em 9,21% (07/76) dos lotes a co-circulagdo detectada foi do genotipo Variante e
do sorotipo/genotipo Massachusetts e em 1,31% (01/76) dos lotes a co-circulagdo detectada foi

do genotipo Variante e do sorotipo/genotipo 4/91.
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Tabela 8 - Frequéncia das estirpes de IBV de acordo com os sinais clinicos apresentados pelas

aves

Frequéncia das estirpes de IBV de acordo com os sinais clinicos apresentados pelas aves

V+ Sem
i M M + 4/91 . Total
Sinais Clinicos Variantes  Mass 491 v+ 4/91 +4/ genotipagem ota
n (%) n(%) n(%) n (%) n (%) n (%) n (%) n
Ausentes 4(80,00) 0(0,00) 0(0,00) 1(20,00) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 5
Articulares 1(100,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1
Renais 1 (100,00) 0 (0,00) 0(0,00) 0 (0,000 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1
Entéricos 14 (77,78) 0(0,00) 1(5,55) 1(5,55) 0(0,000 2(11,11) 0 (0,00) 18
Reprodutivos 7 (58,33) 3(25,00) 0(0,00) 2 (16,67) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 12
Respiratorios 15(83,33) 0(0,00) 0(0,00) 3(16,67) 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 18
Entéricos e 0(0,00) 00,000 00,000 01(0,00) 0(0,00) 0 (0,00)
R . 5 (100) 5
eprodutivos
Entéricos e 0(0,00) 00,000 0(0,000 01(0,00) 0(0,00) 0 (0,00)
Respiratori 3 (100) 3
espiratorios
Respiratérios e 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0 (0,00)
R . 5 (100) 5
eprodutivos
Respiratdrios, Renais e 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) 0 (0,00)
Entéricos 3 (100) 3
Nio Informados 56 (73,68) 6(7,89) 0(0,00) 7(9,21) 1(1,31) 0(0,00) 6 (7,89) 76
Total 114 9 1 14 1 2 6 147
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apresentados pelas aves
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4.3  SEQUENCIAMENTO DE DNA

Vinte e oito amostras foram submetidas a RT-PCR dirigida a amplificacdo parcial da
regido codificadora da subunidade S1 do gene S (item 3.6). Essas amostras foram selecionadas
em fungdo dos tipos de 6rgdos amostrados, bem como, regido geografica, tipo de criagdo e tipo
sinais clinicos apresentados nos lotes amostrados.

Todas as 28 amostras foram positivas para esta PCR, sendo que, apenas para os amplicons
referentes a 19 amostras (Quadro 1) foram obtidas sequéncias com escore PHRED superior a 21,
sendo utilizadas as sequéncias traduzidas para aminodcidos entre os residuos 243 a 357 da regido

S1 em relag@o ao niimero de acesso do Genbank Z83979.



Quadro 1 - Amostras de IBV relativas ao presente estudo utilizadas para a geracdo da arvore genealdgica incluindo as 19 amostras

cujas sequéncias foram obtidas no mesmo (em negrito), mostrando o tipo de 6rgao, tipo de criagdo, regido geografica de
origem, idade das aves, co-circulagdo de tipos no lotes, genotipo (de acordo com a posi¢do na drvore genealdgica) e sinais
clinicos. Mass VAC 01 e Mass VAC 02 referem-se a amostras vacinais sorotipo Massachusetts em uso no Brasil.

(Continua)
Amostras de IBV relativas ao presente estudo utilizadas para a geracao da arvore genealégica
Lote Genbank ()rgﬁos Tipo de criacido | Regido| Idade Co-circulacio | Genotipo Sinais
10/07 FJ791267 Traquéias Frango de Corte | NE 40 dias Ausente BR Respiratérios
12/07 FJ791259 Rins Frango de Corte S 42 dias Ausente BR-03 Renais
23A/07 FJ791255 Uteros Postura S 28 semanas | Variantes Mass Entéricos e Reprodutivos
27A/07 FJ791258 Uteros Postura 27 semanas Ausente BR-03 Entéricos e Reprodutivos
34/07 FJ791271 Ovirios Matrizes SE |45 semanas Ausente BR-01 Reprodutivos
35/07 FJ791273 | Contetido Entérico Matrizes SE |36 semanas Ausente 4/91 Reprodutivos
38/07 FJ791257 | Contetido Entérico | Frango de Corte | CO 33 dias Ausente BR-03 Entéricos
01/08 G18 | FJ791263 | Conteido Entérico | Frango de Corte | NI 21 dias Ausente BR-02 NI
01/08 G18 | FJ791262 | Contetdo Entérico | Frango de Corte | NI 35 dias Ausente BR-02 NI
02/08 FJ791260 | Pulmdes+Traquéias Avos S NI Ausente BR Respiratérios e Reprodutivos
03/08 FJ791256 Testiculos NI NI NI Variantes Mass NI
04/08 FJ791266 Uteros NI NE |23 semanas Ausente BR Ausentes
06/08 FJ791265 | Contetido Entérico Matrizes SE 47 dias Ausente BR-02 Entéricos
07/08 FJ791272 Traquéias Postura SE 29 sem Ausente 4/91  |Respiratorios e Reprodutivos
14/08 FJ791254 Pulmées Frango de Corte S 38 dias Variantes Mass Respiratérios
16/08 FJ791270 Traquéias Frango de Corte S 42 dias Ausente BR-01 Respiratérios
17/08 FJ791269 Pulmées Frango de Corte S 32 dias Mass BR-01 Respiratérios
18/08 FJ791261 | Contetido Entérico | Frango de Corte S 33 dias Ausente BR Entéricos
27/08 FJ791268 | Contetido Entérico | Frango de Corte S 30 dias Ausente BR-01 Entéricos
32/08 G10 | FJ791264 Traquéias Frango de Corte S NI Ausente BR-02 NI
35A/08 Pulmées Matrizes SE |36 semanas Ausente BR-04 NI
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Quadro 1 -Amostras de IBV relativas ao presente estudo utilizadas para a geracdo da arvore genealdgica incluindo as 19 amostras
cujas sequéncias foram obtidas no mesmo (em negrito), mostrando o tipo de 6rgdo, tipo de criagdo, regido geografica de
origem, idade das aves, co-circulagdo de tipos no lotes, genotipo (de acordo com a posi¢do na drvore genealdgica) e sinais
clinicos. Mass VAC 01 e Mass VAC 02 referem-se a amostras vacinais sorotipo Massachusetts em uso no Brasil.

(Conclusao)

Amostras de IBV relativas ao presente estudo utilizadas para a geracao da arvore genealégica
Lote Genbank ()rgﬁos Tipo de criacio | Regiao| Idade Co-circulacio | Genotipo Sinais
51/08 SF0103 Rins Avés S 39 semanas Ausente Mass NI
56/08 Conteddo Entérico Matrizes CO |27 semanas Ausente BR-03 NI
58/08 Traquéias Postura NE |23 semanas Ausente BR-03 Respiratérios
60B/08 Rins Matrizes NI Ausente BR-03 NI
62/08 Traquéias Matrizes S 30 semanas Ausente BR-01 NI
63/08 Rins Matrizes S 30 semanas Ausente BR-01 NI
77/08 Contetdo Entérico | Frango de Corte | SE 25 dias Ausente BR Entéricos
81/08 Traquéias Postura S NI Ausente BR-03 NI
90/08 M1 Contetido Entérico Avés S 34 semanas Ausente BR-03 | Respiratdrio, Renal e Entérico
100/08 Pulmdes Matrizes 47 dias Ausente BR-01 NI
108/08 Traquéias Matrizes S 24 semanas Ausente BR NI
112C/08 Contetdo Entérico | Frango de Corte | NE 43 dias Ausente BR Articular
112C/08 Traquéias Frango de Corte | NE 43 dias Ausente BR Articular
118F/08 Traquéias Matrizes S 37 semanas Ausente BR NI
120/08 Conteudo Entérico Matrizes S 35 semanas Ausente BR-04 NI
122/08 F Uteros Avés SE NI Mass 4/91 NI
122/08 F Rins Avos SE NI Mass 4/91 NI
127A/08 Suabe Traqueal Matrizes CO |35 semanas Ausente BR NI
MASS VAC 01 | FI791274
MASS VAC 02 | FI791275




4.4  ANALISE GENEALOGICA

Na arvore genealdgica apresentada na figura 9, as 19 sequéncias geradas no presente
estudo segregaram todas em um grande grupamento exclusivo de amostras brasileiras,
juntamente com sequéncias previamente disponiveis no Genbank referentes a outras amostras
incluidas no presente estudo, separado dos grupamentos referentes aos genotipos cldssicos
incluidos para a constru¢do da drvore.

Dezesseis sequéncias segregaram internamente neste grupamento brasileiro € em quatro
possiveis subgrupamentos.

No grupamento denominado de Brasil 01 (BR-01), encontram-se as sequéncias referentes
as amostras 62/08 Traquéias, 63/08 Rins, e 100/08 Pulmdes, juntamente com as sequéncias
previamente disponiveis no Genbank das amostras 16/08 Traquéias, 17/08 Pulmdes, 34/07
Ovdrios e 27/08 Conteudo Entérico, com um valor de bootstrap de 94.

As amostras 56/08 Contetdo Entérico, 58/08 Traquéias, 60B/08 Rins, 81/08 Traquéias e
90/08 M1 Contetdo Entérico, cujas sequéncias foram geradas no presente estudo, e as amostras
12/07 Rins, 27A/07 Uteros e 38/07 Contetido Entérico, também referentes a este estudo e ja
previamente disponiveis, formaram um grupamento denominado de Brasil 03 (BR-03), com um
valor de bootstrap de 89.

O grupamento denominado de Brasil 04 (BR-04) foi formado apenas pelas amostras 35A/
08 Pulmdes e 120/08 Conteudo Entérico, com bootstrap de 82.

O grupamento Brasil 02 (BR-02) - apresentado na arvore contém as amostras 06/08
Conteudo Entérico, 01/08 G18 Conteudo Entérico 21 dias, 01/08 G18 Contetdo Entérico 35 dias,
e 32/08 G10 Traquéias, cujas sequéncias ja estavam disponiveis no Genbank, mas que se referem
ao presente trabalho - teve sua nomenclatura mantida por ja ter sido descrito em trabalho anterior
(BRANDAO et al., 2009).

As seis sequéncias restantes (77/08 Conteudo Entérico, 108/08 Traquéias, 112/08
Conteudo Entérico, 112C/08 Traquéias, 118/08 F Traquéias e 127A/08 Suabe Traqueal 1), ndo
resultaram em subgrupamentos especificos, segregando, entretanto, no grupamento brasileiro
(BR), tendo o mesmo ocorrido para as amostras 10/07 Traquéias, 02/08 Pulmdes+Traquéias,

04/08 Uteros e 18/08 Conteido Entérico.
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Das 19 sequéncias obtidas, uma (51/08 SFO0103 Rins) segregou no grupamento
Massachusetts, bem como as amostras 23A/08 Uteros, 03/08 Testiculos e 14/08 Pulmdes, ja
previamente disponiveis.

Finalmente, duas amostras (122/08 F Uteros e 122/08 F Rins) foram classificadas como
pertencentes ao tipo 4/91 (793B), juntamente com as amostras 35/07 Contetdo Entérico e 07/08
Traquéias previamente descritas.

Nao foram observadas tendéncias de grupamento das sequéncias em relacdo a regido
geogréfica de origem, tipo de criagdo, tipo de 6rgdo amostrado ou mesmo sinais clinicos quando
da tomada das amostras.

Para as variantes brasileiras, considerando os grupos de BR a BR-04, a identidade de
aminodcidos variou entre: 42,0% e 44,0% para o sorotipo DE072; 76,9% e 79,7% no sorotipo
Massachusetts; 75,8% a 80,1% no sorotipo 4/91; 76,4% a 80,8% no sorotipo California; 77,4% e
80,2% no sorotipo Arkansas; 78,0% e 80,2% no sorotipo Connecticut e 78,0% e 81,1% no
sorotipo D274.

Ainda em relacdo a identidade de aminoécidos, considerados os grupamentos brasileiros,
o grupamento BR-04 foi o mais divergente, variando de 86,1% (em relacdo a BR-01) a 88,0%

(em relacdo a BR). As identidades de aminodcidos encontram-se descritas na tabela 11.

Tabela 11 — Identidade média (em porcentagem) de aminodcidos para os residuos de 243 a 357
da regido S1 da proteina S de IBV (em relacdo a sequéncia Z83979) para os
grupamentos de amostras estudadas no presente estudo (BR, BR-01, BR-02, BR-03
e BR-04) e os sorotipos Massachusetts (Mass), D274, Arkansas (Ark), California
(Cal), DE072, Connecticut (Conn) e 4/91

Grupos BR BR-01 BR-02 BR-03 BR-04 Mass D274 Ark Cal DE(072 Conn 4/91
BR 95,0 944 95,8 92,8 88,0 79,7 80,1 80,1 79,8 43,1 80,1 77,7

BR-01 99,5 95,7 91,4 86,1 79,2 78,9 774 79,2 42,0 79,5 758
BR-02 98,9 94,5 86,9 79,1 81,1 80,6 80,8 43,6 793 783
BR-03 99,0 83,7 76,9 79,1 79,5 79,5 43,8 78,0 80,1

BR-04 96,4 783 78,0 802 764 44,0 80,2 78,1
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Figura 1 - Arvore genealdgica de distdncia com o algoritimo Neighbor-joining com a corre¢io de Poisson para os
aminoacidos 243-357 (referente a amostra UK/7/93, nimero de acesso no Genbank Z83979) da
subunidade S1 da protein S de IBV mostrando os sorotipos/genotipos cldssicos e as amostras incluidas no
presente estudo (grupamentos BR-01, BR-02, BR-03, BR-04 e BR). Mass Vaccine 01 e Mass Vaccine 02
sdo duas amostras vacinais também incluidas no estudo. Os nimeros acima de cada né representam os
valores de bootstrap para 1000 repeti¢des (apenas os valores maiores que 50% estdo demonstrados). A
barra representa o nimero de inscrigdes dos aminoacidos por sitio
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DISCUSSAO

“Great spirits have always encountered opposition from mediocre minds. The mediocre
mind is incapable of understanding the man who refuses to bow blindly to conventional
prejudices and chooses instead to express his opinions courageously and honestly.”

Albert Einstein
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5 DISCUSSAO

O virus da bronquite infecciosa das galinhas, uma doenga viral de elevada complexidade
quanto a patogenia, imunologia e epidemiologia e de impacto sobre a industria avicola, foi
detectado no presente estudo de modo disseminado no territdrio brasileiro, em avos, matrizes,
poedeiras comerciais e frangos, com diversificada manifestacdo clinica e sob a forma de
linhagens exclusivas do Brasil, com elevada diversidade molecular quando comparadas aos tipos
classicos deste virus.

A deteccdo do IBV em 45,50% dos pools de diferentes 6rgaos testados indica que o IBV
pode ser encontrado em elevada frequéncia de um modo disseminado no organismo das aves.

Inicialmente, deve ser considerado que a deteccao de IBV em alguns tipos de amostras
analisadas neste estudo pela RT-PCR aqui utilizada ndo significa necessariamente que a amostra
de IBV estivesse se replicando ou causando processos patolégicos naquele 6rgao especifico, uma
vez que esta RT-PCR ndo permite a diferenciacdo entre presenga de RNA gendmico e presenca
de transcricdo de RNA mensageiro, o que indicaria se o 6rgao em questdo estava infectado ou se
a presenca de RNA de IBV era devido a viremia, pois sabe-se que, apds a replicacdo do IBV no
trato respiratorio superior, ocorre a viremia € o virus torna-se amplamente disseminado para
outros tecidos (CUNNINGHAM, 1975; MCMARTIN, 1993; DHINAKAR RAJ; JONES,1997a).

Considerando o aparelho reprodutivo das fémeas, sabe-se que o IBV pode infectar aves
jovens e adultas, independentemente do estagio de diferenciac@o deste tecido. A presenca de IBV
em Orgdos reprodutivos de aves adultas pode levar a uma série de danos reprodutivos dependendo
da por¢do do aparelho reprodutivo que foi afetada. A queda severa na producdo de ovos se dd
pela hipoplasia causada nos ovdrios e no infundibulo, deterioracdo na casca dos ovos como
descoloracdo e formato irregular e, ainda, reducdo na qualidade interna do ovo devido a
hipoplasia glandular causada pelo virus que leva a redug@o na sintese de proteinas do albimen,
especialmente a ovomucina e a lisosima além de outras proteinas. (DHINAKAR; JONES,
1997b).

A presenga de amostras de IBV no trato reprodutivo de aves jovens, com menos de duas
semanas de idade, pode causar lesdes permanentes no desenvolvimento do trato reprodutivo,
resultando em falsas poedeiras que ndo chegam normalmente a maturidade sexual (DHINAKAR

RAJ; JONES, 1997a; CAVANAGH; NAQI, 2003; DIFABIO; VILLARREAL, 2009). Nesse
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caso, o terco médio do oviduto € o mais severamente afetado com éreas de hipoplasia localizada
(DHINAKAR; JONES, 1997b).

Além disso, as implicacdes da patogenia de IBV no trato reprodutivo de matrizes e
poedeiras podem ser exacerbadas quando da presencga de outros patégenos, como, por exemplo, o
pneumovirus avidrio (COOK, 2000; GOUGH, 2003; VILLARREAL et al., 2007a).

Por sua vez, com a deteccdo de IBV em 25,00% bagos no presente estudo, ndo se pode,
apenas com estes resultados, fazer assertivas acerca do envolvimento deste virus em processos
patoldgicos neste 6rgdo, embora haja relatos da detec¢do de uma pouco intensa replicacdo do
virus no bago, sem, entretanto, nenhum dano funcional ao mesmo (OTSUKI et al., 1990;
DHINAKAR RAJ; JONES,1997a).

Em relacdo a patogenia de IBV em 6rgaos linféides, 0 mesmo ja foi isolado da bursa de
Fabricius (EL HOUADFI et al.,, 1986; AMBALI; JONES, 1990) e lesdes macroscoOpicas e
histopatolégicas foram demonstradas por infec¢des experimentais pelos tipos H52 e H120
(MACDONALD; MCMARTIN, 1976), mas a evidéncia de imunossupressdo ¢ limitada
(DHINAKAR RAJ; JONES, 1997¢).

Além disso, nido estd claro se o IBV se multiplica nos linfécitos, mas sabe-se que
macrofagos obtidos através de cultura foram resistentes a infec¢do pelo virus (VON BULOW;
KLASSEN, 1983), mas, notavelmente, uma amostra virulenta de IBV foi capaz de induzir
transitoriamente a reducdo das respostas proliferativas dos linfécitos do sangue total
(WAKENELL et al., 1995; DHINAKAR RAJ; JONES, 1997a).

E interessante citar que o coronavirus de perus (TCoV) é capaz de se replicar na bursa de
Fabricius e levar a significativa imunossupressdo (TEIXEIRA et al., 2007), pois, dadas as
similaridades genéticas entre o TCoV e o IBV, um possivel papel deste dltimo com agente
imunossupressor em galinhas € merecedor de uma mais aprofundada investigacao.

Para as 66,66% as amostras de conteddo entérico que resultaram positivas para a presenca
de IBV pela RT-PCR aqui utilizada, pode-se, inicialmente, sugerir que tal deteccdo tenha sido
conseqiiéncia da replicacdo viral nos enterdcitos dos vilos, o que ja foi relatado como resultando
em atrofia destes e causando diarréia por md absor¢do (SAIF, 1993).

Além disso, o IBV ja foi isolado do proventriculo, duodeno e jejuno (AMBALI; JONES,
1990; DHINAKAR RAJ; JONES, 1996), com replicacdo presumivel nas células epiteliais dessas
regides do trato digestério (DHINAKAR RAJ; JONES, 1997a). A replicagdo deste virus ja foi
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relatada em células linféides e histidcitos das tonsilas cecais (OWEN et al., 1991) e demonstrada
por imunofluorescéncia nas células epiteliais apicais das vilosidades no ileo e no reto (AMBALLI;
JONES, 1990; DHINAKAR RAJ; JONES, 1996), mas apenas uma amostra especifica de IBV,
denominada de amostra G, ja foi demonstrada como sendo capaz de se replicar em todos os
segmentos do intestino (AMBALI; JONES, 1990).

Uma hipétese alternativa para uma mais elevada freqiiéncia de deteccdo de IBV em
amostras de conteido entérico pode ser a excre¢do viral, via intestinos, de virus que, de fato,
haviam se replicado e possivelmente causado patogenia em outros Orgdos como traquéias,
pulmdes, trato reprodutivo ou mesmo rins, isto €, o intestino atuaria apenas como uma via
excretoria de IBV.

Entretanto, no Brasil, o IBV ja foi implicado como agente causal de doenca entérica nas
em aves de produgdao (VILLARREAL et al., 2007b), demonstrando que amostras enterotropicas
possam de fato estar presentes na regido amostrada no presente estudo.

A deteccio do IBV em 23,08% dos coracdes amostrados € um achado mais
provavelmente atribuivel a viremia citada anteriormente, uma vez que se encontra grande
quantidade de sangue dentro desse 6rgao, podendo entdo ter sido detectado o virus presente em
leucdcitos circulantes e ndo em replicacdo no 6rgdo em si.

Ainda que a musculatura cardiaca ndo tenha sido relatada como susceptivel a alteragcdes
patoldgicas causadas por IBV, sabe-se que, por exemplo, o 793B (CR88, 4/91) tem implicacdes
em miopatia peitoral, ainda que a mesma ndo seja derivada da replicacdo viral em musculatura,
mas sim da deposi¢do de imunocomplexos nas paredes capilares (DHINAKAR RAJ; JONES,
1997a).

Entretanto, deve-se salientar que ndo foram observadas lesdes macroscopicas na
musculatura cardiaca dos coracdes testados, que, até o momento, ndo permite atribuir qualquer
papel cardiomiopético a este virus.

Ainda com relacdo ao papel do IBV na etiologia da miopatia, todas as amostras de
musculo peitoral testadas (08), enviadas ao laboratério em funcdo de sinais compativeis com a
miopatia peitoral, foram negativas para a presenca de IBV, podendo, as lesdes que estavam
presentes na musculatura terem sido decorrentes de outras causas ndo investigadas no presente

estudo.
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Em 35,29% dos figados testados havia o IBV. O IBV ja foi isolado do figado
(ALEXANDER; GOUGH, 1977; AMBALLI; JONES, 1990), mas ndo estd comprovado se causa
algum dano funcional a esse 6rgao (DHINAKAR RAJ; JONES, 1997a) e, por se tratar de um
orgdo altamente irrigado, pode-se entender que o virus possa ter chegado ao figado por viremia.

Diferentemente, o encontro de IBV em 49,33% das traquéias e em 45,18% dos pulmdes
pode ser decorrente da infeccao inicial do trato respiratorio superior, na qual o virus invade as
células epiteliais da traquéia e as células secretoras de muco da traquéia levando-as a
degeneracdo e possibilitando infec¢cdes secunddrias (DHINAKAR RAJ; JONES, 1997a).

Embora o IBV nio seja considerado a causa da pneumonia, pequenas dreas de pneumonia
sdo observadas nos pulmdes de aves infectadas por este virus (CAVANAGH, 2007).
Considerando que o trato respiratério superior € o principal sitio de replicacdo do IBV
(DHINAKAR RAJ; JONES, 1997a), o virus pode ser disseminado para o meio ambiente através
de aerossois pelo espirro e pela descarga nasal das aves, o que eleva a probabilidade de sua
transmissao a novos susceptiveis.

A frequéncia do IBV nos testiculos testados foi baixa (16,00%), mas a presenca do virus
nos testiculos leva a implicacdes na fertilidade dos machos e, embora o IBV tenha sido associado
como uma das possiveis causas da formacdo de célculos testiculares no epididimo, uma
associagdo definitiva ainda ndo foi estabelecida (VILLARREAL et al., 2007a).

A vacinacdo com IBV atenuado tem sido associada a indu¢do do desenvolvimento de
célculos e consequente redugdo na fertilidade (BOLTZ et al., 2004). Em estudos prévios em
machos, foi demonstrado que diferentes varidveis podem alterar a producdo de sémen fértil,
incluindo a presenca de cdlculos na regido epididimal, mais especificamente nos ductos eferentes,
como baixo peso testicular e diminui¢do na produgdo didria de sémen (JANSEN et al., 2000;
BOLTZ et al., 2004).

Nos rins testados foi detectado o IBV em 50,36%. Nas aves das quais algumas das
amostras de rins foram tomadas, observaram-se cdlculos renais. Alguns tipos de IBV tém
demonstrado nefropatogenicidade, sendo responsdveis por dar aos rins das aves infectadas um
aspecto palido e edemaciados, com os tubulos e ureteres distendidos por cdlculos de uratos
(CUMMING, 1963). Os valores do hematdcrito dessas aves diminuem e os niveis de dcido urico
plasmédtico aumentam (AFANADOR; ROBERTS, 1994), podendo se estabelecer nefrite cronica
(CHONG; APOSTOLOV, 1982).
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A detecg@o do IBV em um pool de claras indica a possibilidade de transmissdo vertical do
virus, como ja relatado em investigacdes com ovos de galinhas infectadas experimentalmente
(COOK, 1971), podendo-se especular a possibilidade de implicacdes patoldgicas para os
embrides em casos de ovos férteis, uma vez que estes sdo o mais eficiente modelo bioldgico para
isolamento de IBV (GUY, 2008).

Apesar da deteccao de IBV nos ovos de poedeiras comerciais, 0 risco para 0 consumo
humano € provavelmente insignificante, pois, até 0 momento, ndo ha relatos da transmissao desse
virus para seres humanos.

A deteccdo de IBV através de suabes traqueais, como obtido em 41,67% amostras no
presente estudo, pode ser considerada como um procedimento diagndstico de elevado valor, uma
vez que torna possivel a amostragem in vivo, além do fato de que, inicialmente € em menor ou
maior intensidade, todos os tipos de IBV se replicam na traquéia primeiramente para depois se
disseminarem pelo organismo até atingir um 6rgao preferencial (CAVANAGH; NAQI, 2003).

Com isto, tem-se que, apds a aplicacio da RT-PCR aos diversos tipos de amostras
biolégicas aqui testadas, amostras de contetdo entérico foram aquelas que permitiram uma maior
freqliéncia de detecc@o deste virus e, para fins de estudos populacionais com levantamento de
ocorréncia ou vigilancia epidemiolégica em bronquite infecciosa das galinhas, estas amostras
poderiam ser eleitas como preferenciais em caso de impossibilidade de testes em um nimero
maior ou mais diverso de amostras por questdes logisticas ou econOmicas em diversos
laboratorios.

Em amostras com mais de um 6rgdo por pool, como foi o caso de dez amostras do
presente estudo, ndo foi possivel determinar o 6rgdo exato responsdvel pela positividade, mas
deve-se considerar que o processamento em forma de pools de diversos 6rgdos pode ser ttil por
minimizar o nimero de amostras testadas por ave e por lote e por facilitar o processamento.

H4, ainda, algumas consideracdes a serem feitas em relacdo aos pools de 6rgaos testados
que podem ter enviesado os resultados aqui encontrados, como o nimero baixo de amostras de
alguns 6rgdos como bagos e figados, o que impossibilita uma avaliacdo estatistica em relagdo aos
demais 6rgdos como traquéias, pulmdes e conteidos entéricos, por exemplo.

Além disso, deve-se levar em conta, também, a possibilidade de contaminac¢des entre os

orgdos amostrados durante a colheita a campo e, por fim, a possibilidade de as aves amostradas
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estarem em periodo de excrecdo viral pds-vacinal (DE WIT, 2000), o que levaria a detec¢ao de
genoma de amostras vacinais ao invés de amostras de campo.

Quando considerados os lotes como unidade amostral, notou-se uma freqii€éncia elevada,
uma vez que em 73,50% dos lotes foi detectada a presenca do IBV em pelo menos um tipo de
pool de amostras.

Nos lotes positivos para IBV sem informacao de sinais pode-se afirmar que o virus esteve
presente no lote, o que € significativo para a sanidade do plantel em questao, ainda que ndo possa
ser relacionado a doencas.

Os sinais articulares ndo sdo classicamente associados a infec¢do por IBV. Apesar disso,
foi detectado o virus em lotes de aves que apresentavam tais sinais. Provavelmente esse processo
observado nas articulagdes fosse devido a presenca de outro patégeno, como por exemplo, o
reovirus avidrio que causa processos articulares nas aves (JONES, 2000).

Os lotes positivos para a presenca de IBV, mas que ndo apresentaram quaisquer sinais
clinicos, poderiam estar, ainda, no periodo de incuba¢do apds a infecc¢do viral, que varia de 18 a
36 horas dependendo da via de inoculacio (CAVANAGH; NAQI, 2003; DI FABIO;
VILLARREAL, 2009).

Por sua vez, os lotes que foram negativos para a presenca de IBV e que apresentaram
sinais reprodutivos e renais provavelmente foram acometidos por outros patdgenos capazes de
levar a manifestacdes clinicas que possam ser confundidas com aquelas referentes a bronquite
infecciosa das galinhas (CAVANAGH; NAQI, 2003), patégenos estes ndo pesquisados nesse
estudo.

A partir dos resultados obtidos foi possivel notar que o IBV estd amplamente distribuido
em todas as regioes geogréaficas de importancia na criacao de aves no Brasil.

As diferencas nas freqii€ncias entre as regides geograficas se devem mais provavelmente
as caracteristicas regionais de densidade populacional das aves, dos tipos de criagdes existentes,
da intercorréncia de outros patdgenos e da distribuicio da importancia econdmica daquela
determinada regido dentro do cendrio da avicultura nacional.

Por exemplo, a regido Sul é aquela com maior concentracdo de aves, com 47,45% do total
de aves do Brasil (IBGE, 2006). O tipo de criacdo predominante nessa regido € a de frango de
corte, porém € a segunda regido na criacdo de poedeiras comerciais, possuindo, ao todo, mais de

600 bilhdes de cabecas de aves (IBGE, 2006).
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Assim, a elevada freqiiéncia do IBV nessa regido (81,61%) pode ser primariamente
atribuida a alta densidade populacional de aves, aliado ao fato do tipo de criagdo predominante
ser o de frango de corte, pois, neste tipo de criagdo, as aves ficam mais adensadas, havendo
muitas aves dividindo um pequeno espaco fisico, aumentando o contato entre as aves € dessas
com as excrecdes nasais, orais e fecais de possiveis aves infectadas pelo IBV.

Além disso, hd o fato de as granjas serem proximas e, ainda, de haver lotes muito
proximos fisicamente dentro de uma mesma granja. Tais fatores favoreceriam a propagacido do
virus entre as aves.

Por sua vez, para a regido Sudeste, que comporta 32,24% das aves do Brasil (IBGE,
2006), foi encontrada no presente estudo uma freqiiéncia do IBV de 56%. A diferenca da
freqliéncia da regido Sudeste para a regido Sul pode ser devido ao fato de possuir criagdes com
niveis elevados de biosseguranca além de ser a principal regido brasileira na postura comercial.

Nos tltimos anos a regido Centro-oeste tem se tornado expoente na avicultura brasileira e,
atualmente, detém 12,11% da populacdo de aves do pais (IBGE, 2006), sendo que grandes
empresas avicolas tem se instalado nessa regido, aumentando a sua importancia econdmica.
Apesar da elevada freqiiéncia de IBV detectada (90%), seria necessario aumentar o nimero de
lotes amostrados dessa regido para se analisar de uma forma compardvel em relacdo as outras
regides, uma vez que apenas 10 lotes provenientes do Centro-Oeste do Brasil foram analisadas.

Na regido Nordeste, detentora de 6,78% do total das cabecas de aves do Brasil (IBGE,
2006), também seria necessdrio uma amostragem maior para uma melhor andlise da regido. A
elevada ocorréncia do IBV, 65,38%, pode ser devido uma biosseguranca mais relaxada dessa
regido quando comparadas as das regides Sul e Sudeste, ou seja, menores biosseguranca e
controle vacinal, associada ao clima mais quente do que nas outras regides, o que seria um fator
de estresse para as aves aumentando a suscetibilidade a agentes patogénicos.

Notou-se ampla distribui¢cdo do IBV entre todos os tipos de criacdo: tanto avds, matrizes,
poedeiras comerciais e frangos de corte apresentaram elevada freqii€ncia desse virus.

A variacdo entre as freqiiéncias do IBV entre os tipos de criacdo pode ser atribuida de
modo direto a diferengas presentes entre as criagdes como, por exemplo, densidade populacional,
manejo, tipo de instalagdes, tempo de vida, imunizacdo ao longo da vida e biosseguranca.

As avos sdo o primeiro elo da cadeia produtiva avicola, e, por darem origem as matrizes

tém elevada importancia sanitdria e econdmica. Por isso, essas aves sdo criadas em ambientes
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altamente tecnificados, com 6timos programas de biossegurangca, com manejo cuidadoso, com
rigido controle sanitdrio e com programa vacinal eficiente. Apesar de todas estas medidas
profilaticas, a freqii€éncia do IBV nos lotes de avos foi de 50%. Essa freqiiéncia elevada nesse tipo
de criacdo poderia indicar, primariamente, que a vacinagdo nao estaria sendo eficaz contra o IBV
e, visto que as avds possuem um longo periodo de vida, sdo passiveis de um nimero maior de
episddios de exposicdo ao IBV.

A freqiiéncia do IBV nas matrizes foi elevada, 74,24% dos lotes de matrizes apresentaram
o virus. Esse tipo de criacdo também € altamente tecnificado, com eficientes programas de
biosseguranca. O que se contrapde a freqii€éncia observada. As matrizes possuem longo tempo de
vida e, frente a anteriormente sugerida baixa efici€éncia de amostras vacinais para a protecao a
infec¢do, torna-se, também neste caso, possivel a exposicdo continuada e a infeccdo por
sucessivas vezes nestas aves.

Apesar de as poedeiras comerciais serem criadas em gaiolas suspensas, ou seja, nao
permanecem em contato direto com as excre¢des nasais, orais e fecais umas das outras e com
densidade populacional menor do que na criacdo de frango de corte, a freqiiéncia observada de
63,64% para amostras positivas para IBV foi elevada neste tipo de aves, podendo aqui ser
elencados os mesmos fatores de risco como baixa eficiéncia de amostras vacinais na prevengao e
prolongado tempo de vida.

A elevada freqiiéncia de deteccdo de IBV nos frangos (85,42%) pode ser inicialmente
associada a alta densidade populacional dentro dos lotes, ao contato direto entre as aves e dessas
com as excregOes nasais, orais e fecais de possiveis aves infectadas, além de uma menor
biosseguranca quando comparada aquela inerente a matrizes, por exemplo.

Outra significativa diferenca em frangos € que, pelo curto periodo de vida dessas aves,
algumas granjas optam por ndo fazer a vacinacdo contra o IBV e aquelas que realizam a
vacinacdo o fazem apenas uma vez, o que poderia diminuir a imunidade individual ou de rebanho
contra o IBV, elevando, assim, sua freqiiéncia de ocorréncia.

Em relagdo a classificagdo das amostras de IBV encontradas em genotipos/sorotipos
Massachussets, 4/91, D274 e genotiposVariante (no presente estudo assim denominadas por nao
pertencerem a um destes trés tipos) pela técnica de multiplex RT-PCR, encontrou-se predominio
do genotipo Variante (84,63%), com apenas 9,89% das amostras genotipadas como

Massachusetts.



64

Inicialmente, pode-se atribuir tal predominio de genotipos Variantes a reduzida protecao
cruzada entre alguns tipos de IBV (DE WITT, 2000; LANDMAN et al., 2006) o que, associado
ao fato da utilizacao exclusiva do tipo Massachusetts em vacinas atenuadas no Brasil, permitiria a
disseminacdo continuada dos genotipos Variantes em questdo e a ji comentada elevada
freqliéncia de ocorréncia de IBV e de formas clinicas da bronquite infecciosa das galinhas
encontradas no presente estudo.

Detectou-se, também, o predominio do genotipo Variante em todos os 6rgaos analisados e
nos mais diversos sinais clinicos apresentados pelos lotes estudados, bem como em todas as
regides geograficas de origem e em todos os tipos de criagdo estudados, o que evidencia que as
causas e as conseqiiéncias da elevada freqiiéncia de variantes de IBV estdo disseminados em
todas as regides geograficas de origem e em todos os tipos de criacao.

O genotipo/sorotipo 4/91 (CR88, 793B), detectado em 04 amostras, ndo esteve associado
a lesdo peitoral e sim a sindrome da ma absor¢c@o e em algumas amostras a diarréia. Demonstra-
se, assim, que tal gendtipo, além da associagdo tentativa a miopatia peitoral, pode ser encontrado
no Brasil em casos clinicos mais diversos, como ja relatado em outtros paises (DHINAKAR RAJ;
JONES, 1997a).

Considerando-se a ocorréncia de co-circulacio de mais de um tipo viral, houve co-
circulacdo de 4/91 e Massachusetts e 4/91 e Variante em lotes de matrizes, de avds e de frangos
de corte, pertencentes as regides Sul e Sudeste do Brasil, o que pode ser mais uma das
conseqiiéncias da baixa imunidade apresentada pelas aves que compdem o plantel avicola
brasileiro.

A ocorréncia de mais de um tipo viral em uma mesma populagcdo de aves ndo apenas torna
possivel a emergéncia de virus recombinantes, mas também permite a manifestagcdo de uma
maior diversidade de sinais clinicos associados a este ou aquele tipo viral, elevando a
complexidade da epidemiologia da bronquite infecciosa das galinhas.

Considerando-se a técnica de multiplex RT-PCR utilizada para a classificacdo de tipos de
IBV, algumas ressalvas devem ser expostas para uma mais completa compreensdo do alto
nimero de Variantes encontrado.

Seria possivel, por exemplo, que excessos de c-DNA nas fases de PCR ou DNA
produzido na primeira amplificacdo e adicionado a fase de nested-PCR causassem inibi¢do da

amplificacdo, visto que tais excessos sdo inibidores de PCR (ASANO, 2009).
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Entretanto, como apresentado em Materiais e Métodos, foram realizadas as eletroforeses
ndo apenas para os produtos das reacdes nested, mas também daqueles referentes as primeiras
amplificacOes para cada uma das amostras em tipificagdo exatamente com o intuito de se
detectarem excessos de DNA que pudessem inibir a fase de nested e, como ndo houve a deteccdo
de tal produto de primeira amplificagdo, o efeito inibitério de excesso de DNA foi minimizado
em relacdo aos resultados aqui obtidos.

Outro ponto critico a ser considerado sdo os primers utilizados para a tipificacdo. Neste
topico, a baixa diversidade de genotipos previstos nestes primers (Massachusetts, 4/91 e D274)
pode ter classificado como variantes amostras que, na verdade, pertencem a qualquer dos demais
tipos de IBV conhecidos, ndo sendo necessariamente passiveis da estrita classificagdo como
variantes.

Ainda, é possivel que reacdes falso-negativas em tipificacdo tenham sido geradas por
auséncia de eficiente hibridacdo dos primers a seus alvos em fun¢@o de polimorfismos existentes
no genoma de amostras pertencentes a um dos trés tipos virais previstos pelo conjunto de primers
utilizados. Entretanto, com o intuito de se minimizarem também os efeitos desta variavel, os
primers sugeridos por Cépua et al. (1999) foram modificados a partir de suas sequéncias originais
a partir de sequéncias obtidas no Genbank, tendo sido introduzidos nucleotideos degenerados,
segundo item 3.5, para elevar a sensibilidade das reacoes.

Assim, com o intuito de se examinar com maior proximidade a identidade de algumas das
amostras classificadas como variantes, aplicou-se uma RT-PCR dirigida a amplificagcdo parcial da
seqiiéncia codificadora da subunidade S1 da proteina de espicula a 28 amostras tomadas como
representativas das regides geogrificas de origem, tipos de aves e sinais clinicos por estas
apresentados e 6rgdo analisados.

Destas 28 amostras, foram obtidas 19 seqii€éncias vidveis para a andlise genealdgica. Uma
série de varidveis, como a ineficiéncia de primers para as reacdes de sequenciamento, baixa
concentracdo de DNA adicionado a reacdo de sequenciamento ou mesmo perdas durante a fase
de purificacdo do amplicon a partir dos géis de agarose ou na fase de precipitacio com propanol/
etanol apds a reacdo com os didedxi-nucleotideos pode ter se somado para impedir a obtengdo de
sequéncias para todas as amostras em questao.

Para estudos futuros, estes pontos criticos podem ser aprimorados, sobretudo aqueles

referentes ao aumento da concentracdo de DNA-alvo para sequenciamento como, por exemplo,



66

producdo de amplicons em volumes maiores para purificacdo a partir de géis de agarose ou
mesmo uma mais detalhada padronizacdo da reacdo pela titulacdo de reagentes como BigDye,
tampao de reacao e primers.

Destas 19 seqiiéncias, 16 segregaram em um grupamento exclusivo, a parte daqueles
referentes aos tipos cldssicos de IBV. A existéncia de um genotipo tipicamente brasileiro de IBV
€ um fato ja relatado anteriormente (VILLARREAL et al., 2006a, b; MONTASSIER et al., 2008;
BRANDAO et al., 2009)e sua emergéncia pode ser sugerida como derivada de mutagdes de
aminodcidos que foram selecionadas de modo positivo em fun¢do do continuo uso do
genotipo/sorotipo Massachusetts em vacinas, sobretudo quando se considera a baixa identidade
de aminodcidos entre as amostras do genotipo brasileiro e aquelas pertencentes ao
genotipo/sorotipo Massachusetts, como exposto na tabela 11.

Estudos prévios (CAVANAGH et al., 1997; LANDMAN et al., 2006) demonstraram que
amostras de IBV com identidades de aminoécidos elevadas nas sequéncias de S1 induzem altos
niveis de protecao-cruzada do que amostras que tinham pouca identidade nas sequéncias.

Tais estudos também demonstraram que amostras de IBV com baixa identidade em S1
promovem baixa ou inconsistente protecdo-cruzada. Por exemplo, amostras com identidade de
aminodcidos menor ou igual a 74% em S1 resultaram em baixa protecdo cruzada em
experimentos em frangos (LANDMAN et al., 2006).

Ainda, pequenas diferencas nos aminodcidos localizados nas regides de maior
imunodominancia da proteina de espicula podem ser suficientes para causar discrepancias nas
correlagdes entre as sequéncias e o valor de protecdo relativa (PRV) (CAVANAGH et al., 1992).

Assim, pode-se especular que a conseqiiéncia da baixa protecdo cruzada resultante da
baixa identidade de aminodcidos entre o genotipo brasileiro e o genotipo/sorotipo vacinal
(Massachusetts) é a disseminacdo livre e continuada do genotipo, elevando a diversidade
molecular do IBV e a ocorréncia da bronquite infecciosa das galinhas no Brasil, como
demonstrado pelas evidencias de elevada freqii€ncia de deteccdo por RT-PCR.

Esta mesma evolucdo rdpida das linhagens de IBV no Brasil pode ser a base da
emergéncia das quatro sublinhagens deste virus segregadas internamente ao grupo de linhagens
classificada no gendtipo brasileiro (Figura 1). Com respeito a estas sublinhagens, ndo foram
identificadas tendéncias de agrupamentos em termos de regidoes geogréficas, tipos de aves, 6rgaos

analisados ou mesmo sinais clinicos, o que pode ser interpretado como evidéncia da
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disseminacdo destas sublinhagens no Brasil de sua implicacio nos mais diversos processos
associados a infeccdo por IBV.

Foram encontradas, ainda, duas outras amostras (122/08 F Uteros e 122/08 F Rins) além
daquelas cujas seqiiéncias ja estavam disponiveis (35/07 Conteddo Entérico e 07/08 Traquéias)
classificadas como pertencentes ao genétipo 4/91 (CR88, 793B).

Estas amostras foram encontradas em aves sem envolvimento em miopatia peitoral e as
vias para sua entrada no Brasil podem apenas ser especuladas neste momento como associadas a
aves migratorias, o que ja foi sugerido em casos de introducdo de gendtipos de IBV
(CAVANAGH, 2005; LIU et al., 2005), ou mesmo a importacdo de aves provenientes de paises
que possuam esse genotipo/sorotipo.

Quatro das amostras estudadas foram classificadas no grupo do genotipo/sorotipo
Massachusetts sem que fosse possivel, entretanto, determinar sua origem como sendo de fato
amostras de campo deste tipo viral ou amostras vacinais detectadas pelo longo periodo de
excrecdo de vacinas, que pode ser de até sete meses (DE WIT, 2000).

Nota-se que para as amostras 35/07 Contetido Entérico, 07/08 Traquéias, 122/08 F Uteros
e 122/08 F Rins, e 03/08 Testiculos, 14/08 Pulmdes e 51/08 Rins, houve discrepdncia entre as
tipificagdes realizadas pela muliplex RT-PCR e aquela obtida por sequenciamento de DNA:
genotipos classificados como Variantes pela primeira técnica foram identificados como sendo
4/91 ou Massachusetts, respectivamente, na andlise genealdgica de S1.

Este ¢ um achado de elevada relevancia, pois, como exposto anteriormente nesta
Discussao, € possivel que, por variados artefatos da tipificacdo pela técnica de RT-PCR, ocorram
resultados do tipo falso-negativo que podem superestimar a ocorréncia de variantes.

Com isto, pode-se propor, para um entendimento mais acurado da ocorréncia de variantes,
que a tipificacdo por RT-PCR seja sempre seguida por sequenciamento de DNA e respectiva
analise genealdgica.

Atualmente no Brasil, a principal discussdo no que tange o controle da bronquite
infecciosa das galinhas € a necessidade ou ndo da introdu¢do de mais um sorotipo de IBV em
forma atenuada as formulac¢des vacinais, em adi¢do ao sorotipo Massachusetts ja utilizado.

H4 uma tendéncia, neste topico, de se basear a selecdo de tal tipo vacinal em sequéncias

de nucleotideos do gene codificador da proteina de espicula, o que ja foi demonstrado como um
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enfoque racional tomado como inicio em outros paises onde outros tipos vacinais ja foram
introduzidos.

A partir da tabela de identidade de aminodcidos (Tabela 11), nota-se que os sorotipos
com maior proximidade com as amostras classificadas no genotipo brasileiro foram, em ordem
crescente, Connecticut, D274 e Arkansas. Entretanto, a drea em andlise ndo foi validada por
estudos de protecdo cruzada para a determinacdo de marcadores moleculares para inferéncia de
protecao entre tipos diferentes de IBV.

Assim, ainda que, de modo indiscutivel haja no Brasil uma elevada frequéncia de
ocorréncia de IBV e de genotipos distantemente relacionados ao genotipo/sorotipo
Massachusetts, a selecdo de tipos vacinais deve sempre levar em consideracdo a capacidade de
protecdo cruzada entre vacinas e isolados de campo de IBV por meio de testes de protecdo in
Vivo.

Ainda para uma mais completa compreensdao da epidemiologia da bronquite infecciosa
das galinhas, sdo necessdrios aprimoramentos em métodos de diagndstico, sobretudo em reagdes
de RT-PCR com o desenvolvimento de primers baseados em sequéncias mais diversas do IBV
publicadas recentemente em bancos de dados genéticos e com a adaptacdo destes as técnicas
baseadas em PCR quantitativa, a qual permitiria ndo apenas a deteccdo viral, mas também sua
quantificacdo visando estudos em patogenia viral em associagdo com dados de sequéncias de
genes codificadores de proteinas ndo estruturais do virus, implicaveis em viruléncia viral e que

poderiam auxiliar na elucidag¢do das diferentes manifestacdes clinicas da doenca.



CONCLUSOES

“The significant problems we have cannot be solved at the same level of thinking with
which we created them.”

Albert Einstein
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados e na discussdo desenvolvida, pode-se

concluir que:

¢ A freqii€éncia de IBV, a partir de amostras de diversos 6rgaos e conteudo entérico de aves,
poedeiras, matrizes e frangos, com base no diagndstico por semi-nested RT-PCR dirigida a
regido 3’UTR do virus, € elevada nas regioes Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul do Brasil,
sendo a freqiiéncia total encontrada de 73, 5% quando se consideram lotes como unidade

amostral.

¢ H4 predominio de amostras de IBV genotipadas como variantes quando se compara com o tipo

Massachusetts em todos os tipos de criagdo e em todas as regioes geogréficas estudadas.

e Nao hd particularidade de sinais clinicos apresentados pela aves infectadas pelo genotipo

Variante.

¢ Com base em seqiienciamento parcial da regido codificadora da subunidade S1 da proteina S do
IBV, ha pelos menos quatro sublinhagens virais no plantel avicola brasileiro, sendo todos
agrupéaveis em um genoétipo Brasileiro exclusivo, além da existéncia de amostras pertencentes

ao gendtipo 4/91 (793B, CR88) e outras ao genétipo Massachusetts.
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