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RESUMO

Descreve-se um estudo de ocorréncia do genoma do virus da anemia infecciosa das galinhas
(CAV) na avicultura industrial, familiar, como contaminante em algumas vacinas comerciais
para galinhas e a auséncia em varias espécies de aves silvestres. O estudo foi conduzido entre
2006 e 2011 e, em aves industriais incluiu 74 granjas, sendo 54 de frangos de corte e 20 de
poedeiras comerciais, de diferentes mesorregifes do estado de Minas Gerais. Em aves da
avicultura familiar, foram testadas galinhas de diferentes localidades, de 74 propriedades rurais,
com e sem sinais clinicos da doenca. Vacinas comerciais (n=40) produzidas na década de 1990
foram também investigadas. O DNA de CAV foi detectado por semi-nested PCR em 36,4% das
granjas de frangos de corte da avicultura industrial e em 35% das propriedades da avicultura
familiar e em sete vacinas vivas (17,5%) para a avicultura produzidas entre 1991 e 1998 para a
prevencdo de encefalomielite aviaria, doenga de Marek ou doenca de Newcastle. A regido que
codifica parcialmente a proteina VP1 de CAV, encontrada em dez amostras provenientes da
avicultura industrial e em sete amostras da avicultura familiar, foi caracterizada geneticamente
através de sequenciamento. Para isto foram utilizadas duas PCRs que amplificam dois
fragmentos diferentes do DNA de CAV. Juntos os fragmentos consistem em 1271 nucleotideos
que codificam parcialmente a proteina VP1. As sequéncias apresentaram similaridade de
nucleotideos de 93,7 a 99,5%, quando comparadas com 20 sequéncias de diferentes partes do
mundo, disponibilizadas no GenBank, e a similaridade em aminoécidos deduzidos variou entre
96,6 e 100%. Em sequéncias de trés amostras originarias de frangos de corte da Zona da Mata
de Minas Gerais e da regido metropolitana de Belo Horizonte, foi encontrado o aminoécido F na
posicdo 98, substituicdo que parece ser tipica de estirpes brasileiras. SubstituicGes de
aminoacidos também foram observadas nos residuos das posi¢des 22, 75, 97, 139, 144, 287 e
370 do gene de VVP1 das estirpes estudadas. Os altos indices de ocorréncia de CAV, semelhantes
a estudos anteriores, aqui encontrados em taxas semelhantes em aves intensificadas e ndo
intensificadas, podem ser indicativos de circulagdo do virus entre as diferentes atividades
avicolas em Minas Gerais. Os resultados em galinhas da avicultura industrial e de subsisténcia
e de CAV contaminante de vacinas vivas podem representar fatores-chave da epidemiologia de
CAV.

Palavras Chaves: Virus da anemia infecciosa das galinhas, CAV, epidemiologia molecular,
diversidade genética, contaminacao de vacinas.



ABSTRACT

A study of the occurrence of chicken anemia virus (CAV) in broiler and layer chickens of the
poultry industry, backyard chickens, and as a contaminant in commercial vaccines for chickens
was carried out. The study was conducted in 2006-2011 and included 74 industrial poultry
farms, being 54 broiler and 20 layer chickens, and 74 properties of backyard poultry, in different
localities in the state of Minas Gerais, with and without clinical signs of disease. Commercial
poultry vaccines (n=40) were also investigated. CAV DNA was detected by semi-nested PCR in
36.4% of industrial poultry farms, in 35% of the properties of backyard chickens and in 17.5%
of live vaccines against avian encephalomyelitis, Marek’s or Newcastle disease. CAV genetic
regions that encode part of the VP1 protein, found in samples of ten farms from the poultry
industry, and in seven properties of backyard chickens, were amplified, producing fragments of
1,271 nucleotides and were sequenced. The nucleotide sequences showed similarities from 93.7
to 99.5%, as compared with 20 sequences from different parts of the world in GenBank, and the
deduced amino acid similarity ranged from 96.6 to 100%. In sequences of three strains obtained
from broilers of regions Zona da Mata and the metropolitan region of Belo Horizonte (Minas
Gerais), the amino acid F was found at position 98, substitution which appears to be typical of
Brazilian strains. Amino acid substitutions were observed in the residues of positions 22, 75, 97,
139, 144, 287 and 370 of the CAV VP1 gene. The high rates of occurrence, similar to previous
studies, here additionally demonstrated to be at similar rates in industrial and free-range
chickens, may be indicative of CAV circulation among different poultry activities in Minas
Gerais. The presence of CAV contaminant in vaccines may have been a complicating factor in
CAV epidemiology, favoring dissemination and diversity. The chicken status and vaccine
contamination results may have represented key factors in the epidemiologic history of CAV.

Keywords: Chicken infectious anemia, CAV, molecular epidemiology, genetic diversity,
vaccine contamination.
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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A avicultura industrial tem uma posicdo de
destaque na  economia  brasileira,
empregando mais de 4,5 milhdes de
pessoas, direta e indiretamente, e responde
por quase 1,5% do Produto Interno Bruto
(PIB) nacional. O frango brasileiro é lider
em nivel mundial, e esti presente em mais
de 150 paises em todo o0 mundo, fornecendo
proteina de origem animal de alto valor
nutricional e baixo custo. O Brasil é o
maior exportador de frango de corte do
mundo e o terceiro maior produtor
(UBABEF, 2010).

Nos Ultimos anos a nutricdo, genética,
biosseguridade e o diagnostico das

principais  doengas  tém  evoluido.
Entretanto, algumas doencas
imunodepressoras causam perdas

econbmicas consideraveis, entre elas a
Anemia Infecciosa das Galinhas. Esta
atinge principalmente aves jovens, podendo
afetar também aves de outras idades, sendo
caracterizada por severa anemia, atrofia
generalizada de 6rgaos linfoides, retardo no
crescimento, imunodepressdo e mortalidade
varigvel (Schat e Van Santen, 2008). A
doenca esta frequentemente complicada por
infeccBes secundarias provocadas por virus,
bactérias, fungos e parasitos, 0 que aumenta
significativamente os custos de producéo
com tratamentos, falhas na vacinacdo e
condenacdo ao abate e por diminuicdo do
crescimento e piora da conversao alimentar
em frangos de corte (McNulty et al., 1989;
Todd, 2004; Schat, 2009). CAV e
sindromes associadas sdo conhecidas por
sindrome  hemorrdgica e/ou  anemia
apléstica, dermatite gangrenosa, hepatite
por corpusculos de inclusdéo sdo uma
ameaca importante a industria de frangos e
na producdo de ovos SPF (McNulty, 1991;
Toro et al., 2009)

A espécie Gallus gallus domesticus € a
Unica hospedeira natural conhecida do virus

e muitos aspectos de sua epidemiologia ndo
estdo totalmente esclarecidos, como, por
exemplo, a possibilidade de ocorréncia do
virus em outras espécies de aves domésticas
e silvestres, como pombos, patos,
avestruzes, papagaios e passaros (Barrios,
2009).

No Brasil, estudos soroldgicos em matrizes
mostraram que o virus da anemia infecciosa
das galinhas (CAV) estd amplamente
disseminado na avicultura industrial, com
alta prevaléncia nas regides onde ha alta
densidade avicola (Brentano et al., 2000;
Canal et al., 2004; Gomes et al., 2005).
Brentano et al. (2005), utilizando métodos
soroldgicos e moleculares como “nested-
PCR”, comprovaram a persisténcia de CAV
nas gdnadas das galinhas com presenca de
altos titulos de anticorpos neutralizantes ou
protetores nas aves, demonstrando que a
transmissdo do virus ao embrido pode
ocorrer independentemente do nivel de
anticorpos neutralizantes nas matrizes e que
0 virus pode ficar latente nos tecidos
reprodutores destas matrizes. O agente
também foi detectado nos tecidos das
gbnadas na auséncia de soroconversdo
(Cardona et al., 2000a). A infeccdo do
embrido também pode ser transmitida pelo
sémen (Hoop, 1993).

O diagndstico do CAV tem sido feito
rotineiramente atraveés de ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent  Assay) para
pesquisar a presenca de anticorpos nos
plantéis ou por isolamento do virus (Gomes
et al., 2005; Brentano et al., 2000). O
ELISA comercial, normalmente s6 detecta
anticorpos da classe 1gG, mas ndo a
presencga de anticorpos IgM indicadores de
infeccbes recentes. O isolamento in vitro
tem algumas limitaces, entre elas o tempo
requerido para o cultivo, que normalmente
vai de dias a semanas, enquanto a
confirmacdo da presenga do CAV somente
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pode ser feita apOs varias passagens do
virus  em  células  especificas. A
amplificacdo do DNA por meio da Reacdo
em Cadeia pela Polimerase (PCR) é uma
técnica sensivel e especifica para deteccéo
da presenca do DNA viral. A caracterizagdo
do produto da PCR por sequenciamento € a
andlise destas sequéncias com ajuda da
bioinformética, podem prover importantes
informacGes epidemioldgicas e evolutivas
dos microrganismos, tendo se tornado uma
técnica de facil e rapida execugdo (Tham e
Stanislawek, 1992; Ducatez et al., 2006;
Barrios et al., 2009).

Cardona et al. (2000a) desenvolveram uma
nested PCR para diagndéstico do CAV, que
consiste na reamplificacdo do produto da
PCR, por meio do uso de oligonucleotideos
dirigidos para uma regido interna, para
aumentar a sensibilidade da técnica. Neste
trabalho, foi usada a técnica da semi-nested,
na qual se utiliza um dos iniciadores
externos usados na primeira reacdo (PCR) e
um iniciador interno na reamplificacdo.
Estas técnicas aumentam a sensibilidade e
podem ser usadas no diagndstico da doenca
subclinica, nas quais pequenas quantidades
do genoma viral podem ser detectadas

(Cardona et al., 2000a; Simionatto et al.,
2006).

Esse trabalho teve como objetivo pesquisar
parte do genoma que codifica a proteina
VP1 pela semi-nested PCR em aves da
avicultura industrial, familiar, silvestres e
exoticas. O DNA de 17 amplicons da
avicultura familiar e industrial foram
sequenciados e comparados com sequéncias
disponibilizadas no GenBank. Também
foram sequenciados trés DNAs de CAV
amplificados de vacinas comerciais e
comparados com sequencias
disponibilizadas no Brasil e em outras
partes do mundo para estabelecer possiveis
relacbes geogréaficas e buscar um melhor
conhecimento da epidemiologia do virus. A
aplicagdo do sequenciamento de CAV e seu
analise por bioinforméatica é importante
para detectar diferencas dos CAVs
circulantes em Minas Gerais e no Brasil, ja
que esta técnica permite uma maior
discriminagdo entre diversas amostras ou
isolados virais que outras como o RFLP,
tornando mais acurada a epidemiologia
molecular de doencas virais (Miyaki et al.,
2001).
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CAPITULO I - REVISAO DA
LITERATURA

1. Histoérico

Em 1979 o virus da anemia infecciosa das
galinhas (CAV) foi descrito pela primeira
vez por Yuasa e colaboradores no Japéo,
durante a investigacdo de um caso de falhas
vacinais pelo virus de Marek em frangos de
corte, como um agente filtravel e
transmissivel, que produzia severa anemia,
atrofia dos 6rgdos linféides das aves e
aplasia da medula oOssea. A doenca,
entretanto, ja tinha sido  descrita
anteriormente por Jakowski em 1970 (Schat
e Van Santen, 2008), de forma errada, como
uma anemia severa, causada pela doenga de
Marek.

Este virus foi denominado como Agente da
Anemia das Galinhas (CAA, chicken
anemia agent) amostra Gifu-1 por Yuasa et
al. (1979). Apos caracterizagdo bioguimica
e morfoldgica por microscopia eletronica,
sua denominacdo passou a ser virus da
anemia infecciosa das galinhas (CAV), de
acordo com o Comité Internacional de
Taxonomia dos Virus (ICTV, 2006). No
Brasil, Brentano et al. (1991) isolaram e
identificaram por meio de anticorpos
monoclonais especificos o CAV, pela
primeira vez, em frangos de corte que
apresentavam sinais de anemia, atrofia dos
orgdos linféides, desuniformidade,
imunodepressdo e  baixos  indices
produtivos.

Toro et al. (2006) fizeram um levantamento
epidemioldgico por meio de teses
sorologicos em lotes de aves adultas que
eram usadas na experimentacdo na
Universidade de Auburn nos Estados
Unidos em amostras de soro colhidas entre
1959 e 1975 e detectaram anticorpos na
maior parte das amostras, variando entre
43% a 100% nos diferentes anos testados,

sugerindo que a ocorréncia do virus é
anterior ao seu primeiro isolamento.

O CAV ja foi identificado e caracterizado
em vérias partes do mundo, confirmando
sua presenca em diferentes criacfes de aves
comerciais, de subsisténcia e no comércio
de aves vivas (Ducatez et al., 2008;
Oluwayelu e Todd, 2008; Barrios et al.,
2009; Craig et al., 2009).

2. A doenca

O virus tem importante papel na etiologia
de muitas doencas por ser um virus
imunodepressor, como na sindrome
hemorragica, na dermatite gangrenosa, na
doenca da asa azul e outras doencas
bacterianas e parasitarias (Von Bilow e
Schat, 1997). A caracteristica notavel da
infeccdo é sua alta contagiosidade,
resisténcia e natureza ubiqua com um
potencial para produzir imunodepressdo,
demonstrada na inoculacdo experimental de
aves SPF (Smyth et al., 1993; Tan e
Tannock, 2005; Haridy et al., 2009).

Os sinais clinicos do CAV com frequéncia
aparecem em aves jovens, com duas a cinco
semanas de idade, causando grandes perdas
econbmicas especialmente em frangos de
corte, 0s quais geralmente adquirem a
infeccdo por via vertical. As lesdes
caracteristicas da doenca sdo: severa
anemia aplastica, trombocitopenia, atrofia
generalizada  de  orgdos  linfoides,
hemorragias no tecido subcutaneo e
intramuscular e aumento da mortalidade.
Outras lesdes encontradas sdo medula 6ssea
palida e figado aumentado e palido (Schat e
Van Santen, 2008). Miles et al. (2001)
reproduziram o quadro clinico de retardo no
crescimento e mortalidade de 10 a 20% em
frangos de corte, percebendo, ainda,
agravamento do quadro na presenga de
infeccbes secundarias ou oportunistas,
como colibacilose e coccidiose. Aves com
mais de trés semanas de vida podem
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desenvolver sinais clinicos e lesbes
persistentes quando o sistema imune esta
comprometido com  outros  agentes
imunodepressores, como, por exemplo,
virus da Doenga Infecciosa Bursal (VDIB),
Marek, Reovirus e Adenovirus,
incrementando a patogenicidade destes
agentes (Rosenberger e Cloud, 1989;
McNeilly et al., 1995; Haridy et al., 2009;
Toro et al.,, 2009). Nestes casos, estd
dificultada a resposta imune efetiva contra o
CAV, porque as células B e suas
precursoras sdo as principais células da
resposta frente ao virus, principalmente pela
producédo de anticorpos (Imai et al., 1999;
Adair, 2000; Todd, 2004).

A forma mais frequente da infecgdo € a
subclinica e geralmente acontece em aves
adultas ou quando as aves sdo infectadas
com mais de trés semanas de idade. Apesar
dos sinais clinicos serem discretos ou
inexistentes nas aves adultas infectadas foi
observado lesdes histologicas no timo de
frangos com trés a seis semanas de vida,
inoculados pela via oral. O sistema imune
fica  comprometido pela  deplegédo
linfocitaria e a resposta imune contra
infeccOes secundéarias e oportunistas pode
estar diminuida (McConnell et al., 1993;
Smyth et al., 2006) e a resposta imune para
as vacinas também fica reduzida (Sommer e
Cardona, 2003; Todd, 2004).

A habilidade do CAV em produzir os sinais
clinicos nas aves experimentalmente
inoculadas e sua capacidade de
disseminagdo horizontal, depende da
inoculacdo de doses elevadas, enguanto
doses menores reproduzem a doenca com
menor severidade (McNulty et al., 1990;
Tan e Tannock, 2005; Kaffashi et al.,
2006). Isso indica que a doenca em campo
pode variar de acordo com o titulo viral ao
qual a ave esta exposta (Brentano, 2009).
Tan e Tannock (2005) inocularam pela via
intramuscular e oral o CAV em aves SPF
de um dia de idade para estudar a carga

viral, a patogénese e a via de inoculagdo. Os
autores concluiram que os sinais clinicos e
as lesbes sdo dose-dependentes e os sinais
clinicos aparecem primeiro nas aves
inoculadas pela via intramuscular que as
infectadas pela via oral.

As lesBes caracteristicas da doenca
aparecem duas ou trés semanas apoOs a
inoculacdo, e por isso, os surtos da doenca
ocorrem geralmente nas aves de duas a
cinco semanas de idade (Yuasa et al.,
1979). As lesdes também estdo relacionadas
ao tipo de infeccdo secundaria presente ou a
presenca de outros agentes oportunistas ou
imunodepressores (Todd, 2004; Toro et al.,
2009). Kaffashi et al. (2006) demonstraram
gue a patogenicidade de CAV pode
replicar-se em muitos 6rgdos, como timo,
baco e figado, tanto em pintinhos infectados
no primeiro dia de idade, como em aves
inoculadas as 6 semanas pela via
intraocular, atingindo o pico de
concentracdo viral, respectivamente, 18 e
20 dias pos-infeccdo, quantificada através
da PCR em tempo real.

3. Caracteristicas gerais do virus da
Anemia Infecciosa das Galinhas

O CAV é um pequeno virus de 20 a 25nm
de didmetro, ndo envelopado, de morfologia
icosahédrica, com genoma de DNA fita
simples negativa circular, com
aproximadamente 2,3 kb, com trés janelas
abertas de leitura (ORFs do inglés open
reading frame), que codificam trés
proteinas. Pertence a familia Circoviridae
(Murphy et al., 1999), da qual fazem parte
0 circovirus suino, de pombo, de canério,
de ganso e da doenca do bico e das penas
dos psitacideos (BFDV), sendo o Unico
membro do género Gyrovirus (Pringle,
1999). Os capsideos do virus possuem uma
estrutura  icosahédrica  contendo 60
moléculas da proteina do capsideo
arranjadas em 12 unidades pentaméricas em
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forma de trompete (Figura 1) (Crowther et
al., 2003).

Regido do Promotor

vP1 vP3

VP2

A

Figura 1. A. Representacdo esquematica da organizacdo do genoma do CAV.
Morfologia icosahédrica, o qual é constituido por DNA de fita simples negativo com trés janelas
abertas de leitura localizadas na mesma fita que codifica trés proteinas VP1, VP2 e VP3. B.
Representacdo esquematica da estrutura tridimensional do CAV apresentando o capsideo
formado por 12 formas pentaméricas em forma de trompete (Adaptado de Todd, 2004 e

Crowther et al., 2003).

A particula viral tem um coeficiente de
sedimentacdo estimado em 91S em
gradiente de sacarose. O CAV pode ser
purificado em gradientes de cloreto de césio
a uma densidade de 1.35 a 1.36 g/cm®
(Gelderblom et al., 1989; Von Bilow e
Schat, 1997). O virus é resistente a altas
temperaturas, e € resistente a Vvarios
desinfetantes nas concentracdes
comunmente utilizadas na avicultura
brasileira.

4. Isolados

Em geral, ndo existem diferencas
antigénicas ou patogénicas significativas
reportadas nos diferentes isolados de CAV,
que é conhecido como um virus com um
Gnico sorotipo e VAarios grupos genéticos

(Islam et al., 2002). Yuasa e Imai (1986)
compararam a patogenia de onze isolados
do CAV no Japdo, todos produziam anemia
aplastica e mortalidade que oscilava entre
20-90% quando inoculados em pintinhos
SPF de um dia de idade, os autores nédo
observaram diferencas claras entre o0s
isolados. Toro et al. (1997) descreveram o
isolado 10343 como sendo mais virulento
que outros isolados por ter produzido
atrofia do timo e lesdes histopatoldgicas no
baco, figado e na bolsa cloacal de frangas
com dez semanas de idade. Entretanto,
Spackman et al. (2002) encontraram
diferencas antigénicas no isolado CAV?7,
sugerindo a existéncia de um segundo
sorotipo de CAV, mas até 0 momento este
n&o foi reconhecido.
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5. Caracteristicas moleculares do CAV

O genoma do CAV consiste de trés ORFs,
as quais se sobrepbem parcialmente e
codificam suas proteinas (Schat e Van
Santen, 2008). O genoma também consiste
de uma regido promotora e um sinal de
poliadenilacdo (Noteborn et al., 1992). A
regido promotora contém o TATA box que
esta localizada no nucleotideo 324, e
contem outros elementos regulatérios de
significativa importancia; o sitio de
poliadenilagio  esta  localizado  no
nucleotideo 2317.

Todas as ORFs localizam-se na mesma fita
de DNA (Meehan et al., 1992; Noteborn et
al., 1992). A ORF 3 com 1347
nucleotideos, que codifica a maior proteina
(51.6 kDa) VP1 encontrada no virus
purificado € a proteina estrutural do virus,
compde o capsideo viral € a que apresentam
maior variabilidade genética e por isto tem
sido mais usada para caracterizacdo do
virus em estudos moleculares (Noteborn et
al., 1992; Craig et al., 2009). Wang et al.
(2009) detectaram na VP1 selegdo positiva
usando o método de analise filogenética
maximum-likelihood e detectaram oito sites
com selecdo positiva e encontraram ralacéo
entre 0 aa da posicdo 287 e a viruléncia do
CAV. A VP1 contém na porcdo C-terminal,
regibes ricas em GC e varias pequenas
estruturas que formam grampos (hairpins)
associados com a replicagdo em circulo
rolante, e desempenha um papel importante
na replicagdo viral (Crowther et al., 2003).

A ORF 1, com 647 nucleotideos que
codifica a proteina VP2 (24 kDa) néo
estrutural, atua como um modelo estrutural
(scaffold) na montagem do capsideo viral
com atividade fosfatase. Peters et al. (2002)
definiram a VP2 como uma proteina
fosfatase com dupla especificidade, que
catalisa a remocgdo de fosfato tanto de
substratos como de substratos. Protéinas
fosfatases atuam na regulagdo da

mitogénese, transcricdo génica, interacdes
celulares, na diferenciacdo celular e na
resposta de citocinas de linfocitos. A VP2 é
expressa em niveis basais durante a
infeccdo viral o0 que poderia estar
relacionado com sua atividade regulatdria
ndo estrutural (Peters et al., 2002;
Nogueira-Dantas et al. 2007). As proteinas
VP1 e VP2 sdo os principais alvos dos
anticorpos neutralizantes e sua coexpressao
€ necessaria para a inducdo da resposta
imune (Noteborn et al., 1998). A VP2 junto
com a VP3, também possui atividade
apoptotica (Noteborn et al., 1998; Noteborn
et al., 2004). A ORF 2 (363 nt) codifica a
proteina VP3 de 13,6 kDa, também ndo
estrutural denominada apoptina, com
atividade apoptética em células infectadas.
A VP3 induz a morte de células
seletivamente matando somente células
transformadas. Este resultado parece estar
relacionado com a localizacdo da proteina
no interior da célula, sendo que a apoptina
encontrase em células primarias no
citoplasma e em células tumorais no ndcleo
(Wang et al., 2004). Peters et al. (2006)
sugeriram que mutacbes em VP2 podem
alterar o trafico de VP3 para o ndcleo na
célula infectada, mostrando o importante
papel da VP2 junto com a VP3 na
patogenicidade do virus sobre o hospedeiro.

6. Diversidade Genética do CAV e
Sequenciamento

A sequéncia do genoma do CAV Cux-1 foi
descrita pela primeira vez em 1990
(Noteborn et al., 1991). Desde entéo,
varios isolados de CAV com poucas e
muitas passagens em cultivos celulares tem
sido sequenciados e caracterizados (Islam et
al., 2002). Diferencas na sequéncia de
isolados em vérias partes do mundo j&
foram relatadas (Meehan et al.,, 1992;
Brown et al., 2000; Chowdhury et al.,
2003).  Oluwayelu et al. (2008)
sequenciaram parcialmente a VP1 de trés
amostras oriundas de aves comerciais e
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outras seis provenientes de galinhas de
subsisténcia, tendo encontrado no maximo
de 6 e 4% de diversidade, respectivamente.

Embora o genoma do CAV seja altamente
conservado, comparacgdes entre sequéncias
do gene que codifica a VP1 de diferentes
partes do mundo descreveram a presenca de
uma regido hipervaridvel compreendida
entre os aminoécidos 139 e 151. Renshaw
et al. (1996) demonstraram que 0S
aminoacidos na posi¢do 139 e 144 tém um
papel vital na replicacdo e disseminacdo
deste virus nas aves. Outras regifes de VP1
que  apresentaram certo grau de
variabilidade incluem a regiao
compreendida entre os aminoacidos 248 e
254 (Renshaw et al., 1996). O genoma da
proteina VP1 do CAV é menos conservado
que as proteinas VP2 e VP3 e em varias
partes do mundo tém sido reportadas uma
diversidade genética de aproximadamente
4,4% na substituicdo de nucleotideos
(Ducatez et al.,, 2006). Ducatez et al.
(2008) avaliaram a distancia genética media
dos nucleotideos de 112 sequencias da
proteina VP1 de CAV isoladas de diferentes
partes do mundo e encontraram 2,5% de
diversidade entre as sequencias, quando
medida a distancia entre amostras dos
Estados Unidos a media foi de 2,9% e de
1,4% das estirpes da Europa.

Anélises filogenéticas do segmento que
codifica a proteina VP1 tém sido descritas
por outros autores sendo relatada a
distribuicdo das estirpes de CAV em trés
grupos distintos, chamados de genétipo A,
B e C (He et al., 2007). Da mesma maneira,
Craig et al. (2009) analisaram
filogeneticamente o0 genoma completo da
VP1 de 18 isolados argentinos e,
comparando com outras estirpes do
GenBank, de forma similar aos gen6tipos
classificados por He et al. (2007),
observaram que as sequéncias também
formaram 3 grupos genéticos. Os mesmo
autores consideraram que todos os isolados

argentinos se agruparam no gendtipo B.
Craig et al. (2009) sugeriram que a
caracterizacdo pela genotipificacdo da
proteina VP1 é util para tipificacdo deste
agente, sem a  necessidade do
sequenciamento do genoma inteiro. Eltahir
et al. (2011) estudando amostras chinesas
provenientes de regibes distintas as
agruparam em quatro grupos gendmicos
com alto bootstrap. No entanto Van Santen
et al. (2001) estudaram e caracterizaram 14
isolados de CAV presentes em amostras
clinicas obtidas de frangos de corte no
Alabama (EUA). Os autores encontradas
diferencas entre as sequéncias 2,8% e néo
observaram a formacao de grupos genéticos
guando analisadas filogeneticamente com
10 estirpes de outros paises.

Todd et al. (2002) descreveram alteragdes
de alguns aminoé&cidos (75, 89, 125, 141 e
144) na VP1 provocando atenuacdo das
linhagens de CAV apds mdltiplas passagens
do clone de Cux-1 do CAV em cultivos
celulares. Estudo filogenético com CAVs
brasileiros realizados por Simionatto et al.
(2006), encontraram na regido que codifica
parcialmente a VP1 (539 pb) nucleotideos
diferentes em 42 posices, 0 que resultou
em alteracdo de nove amino&cidos entre
eles na posicdo 65 o residuo R e na posicéo
98 o residuo F ambos aminoacidos néo
descritos na literatura  antes, néo
encontrando relagBes geograficas com 30
sequencias de diferentes partes do mundo
disponiveis no GenBank e concluiram que
as  sequencias  brasileiras  possuem
caracteristicas filogenéticas similares as
isoladas em outros paises.

Yamaguchi et al. (2001) definiram como o
maior determinante da viruléncia do CAV a
posicdo 394 da proteina VP1, indicando
que, se este residuo nesta posicdo é uma
Glutamina em vez de Histidina, as estirpes
do CAV sdo mais patogénicas. Todd et al.
(2003) observaram que clones atenuados
por repetidas passagens (173) em cultivos
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celulares tinham diferencas em sua
viruléncia sendo esta revertida quando
sofria pelo menos dez passagens em aves
susceptiveis. Os mesmos autores, estudando
a sequéncia da VVP1, observaram que existia
uma substituicdo da Alanina (A) por um
Acido Aspartico (D) no aminoacido 287,
sugerindo que esta substituicdo é
importante na reversdo da viruléncia do
virus.

7. Patogenia

As lesBes histologicas observadas nas aves
infectadas naturalmente s&o no timo severa
deplecdo, degeneracdo hidropica reducdo
dos centros germinativos, proliferagdo de
celulas reticulares, decréscimo do nimero
de linfécitos e focos necroticos (Brentano,
2009; Schat e Van Santen, 2008). J& na
bolsa cloacal afetada sdo observados atrofia
de foliculos linfoides, focos necroticos,
aumento de tecido interfolicular e células
linféides com nucleos picnéticos e vactolos
no citoplasma. Estas lesdes podem ser
confundidas com as provocadas pelo virus
da Doenga Infecciosa Bursal (DIB),
dependendo do estagio da infeccdo (Schat e
Van Santen, 2008). Na medula Gssea a
aplasia e atrofia envolve todos os
compartimentos e afetam todas as linhagens
hematopoiéticas. Pequenos focos necroticos
também podem ser observados. As células
hematopoieticas sdo substituidas por tecido
gorduroso e proliferacdo do estroma celular
por isso na observacdo da lesdo
macroscopica a medula aparece amarelada.
No baco se observa deplecéao de linfécitos T
com hiperplasia de células reticulares. No
figado, rins, pulmdes, proventriculo
duodeno e tonsilas cecais se observam
deplecdo de focos linfoides. No figado
algumas vezes se observa aumento e
dilatacio  dos  sinusdides  hepéticos.
Pequenas inclusdes eosinofilicas nucleares
tém sido descritas em células infectadas
predominantemente no timo e medula 6ssea
e foram mais frequentes nos 5-7 dias ap6s

inoculacdo experimental (Goryo et al.,
1989; Smyth et al., 1993).

O virus infecta as células da medula éssea,
particularmente hemocitoblastos
precursores de eritrgcitos, trombocitos e
leucécitos (Figura 2), além de infectar
linfocitos T imaturos CD4+ e CD8+ e
células T maduras no timo e bago (Adair,
2000; Tan e Tannock, 2005). A deplegéo
dos linfécitos TCD4+ reduz a resposta
imune celular e humoral da ave contra
outros patdgenos. Assim mesmo a apoptose
das células T CD8+ causada pelo CAV
diminue a capacidade da resposta celular
mediada pelos linfdcitos dificultando a
eliminacdo dos patdgenos intracelulares e
facilitando a ocorréncia de infecgOes
crbnicas (Brentano, 2009).

Os pintos infectados que apresentam
anemia geralmente tém valores de
hematocrito baixos, de 10 a 20% (normal:
27 a 35%), contagem de hemacias abaixo
de 1 x 10° / mm3 (normal: 2.76 x 10° /mm3)
e contagem de leucécitos abaixo de
5.000/mm3 (normal: 30.000/ mm3) (Yuasa
etal., 1979; Schat e Van Santen, 2008).

Na infeccéo clinica e subclinica do CAV, os
macrofagos tém reduzida sua funcdo de
apresentacdo e processamento de antigenos,
restringida fagocitose e sua agdo bactericida
fica alterada (McConnell et al.,, 1993;
Brentano, 2009). A expressdo do receptor
Fc nos macréfagos esta alterada e também a
producdo de IL-1 (Interleucina 1)
(McConnell et al., 1993). Portanto, a
infeccdo pelo CAV resulta na alteragdo da
fungdo das células do sistema imune, com
consequente imunodepressdo (Brentano,
2009).
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Figura 2. Representagdo esquematica da patogénese do CAV, demonstrando, quais células do
sistema imune sdo infectadas pelo virus. Adaptado de Adair (2000).

8. Epidemiologia

As galinhas sdo o Unico hospedeiro natural
reconhecido para o CAV, mas evidéncias
sorolégicas tém revelado a ocorréncia desta
infeccdo doenga em outras aves domesticas
como a codorna Japonesa (Coturnix
coturnix japonica) (Farkas et al., 1998).

O CAV tem transmissdo vertical, da
progenitora ao embrido, via transovariana.
Por sua vez, a transmissdo horizontal é via
fecal, oral ou aérea. Como ja foi
demonstrada por Rosenberger e Cloud
(1989), a infec¢do é  adquirida
principalmente a partir do virus excretado
nas fezes em grandes quantidades (Hoop,
1992). O CAV pode ser eliminado pelas
fezes por um periodo de até duas semanas,
podendo se estender por um periodo maior,

dependendo da resposta humoral do
hospedeiro. Quando ocorre o aparecimento
dos anticorpos contra o virus, a excrecdo
fecal é interrompida (Yuasa et al., 1983).
Davidson et al. (2008) demonstraram a
infeccdo de CAV pelas penas por métodos
soroldgicos, virais e patoldgicos, e
afirmaram que as penas contribuem para a
disseminag&o horizontal do virus.

A presenca de CAV tem sido relatada
inclusive em aves SPF (Cardona et al.,
2000a; Schat e Schukken, 2010). A
transmissdo vertical do CAV em lotes
destinados a producdo de imunobioldgicos
pode ter garantido por muitos anos a
disseminagdo do mesmo via iatrogénica por
meio de vacinas contaminadas
(Rosenberger e Cloud, 1989; Schat e Van
Santen, 2008; Amer et al., 2011). O virus

27



também pode ser transmitido
mecanicamente de granja para granja por
meio de pessoas, equipamentos e veiculos.

A presenca de CAV nos 04rgdos
reprodutivos das matrizes ja foi descrito por
varios autores, inclusive na presenca de
anticorpos neutralizantes, permanecendo
nos tecidos reprodutivos em estado de
laténcia (Cardona et al., 2000a ; Brentano et
al., 2005), o que permite ao virus replicar-
se e disseminar-se na maturidade sexual
(Schat e Schukken, 2010). Isso induz a
persisténcia viral por varias geragdes e
explica sua alta prevaléncia ainda em
presenca de anticorpos neutralizantes. A
replicagdo do virus é regulada pela presenca
de estrogenos: quanto maior a concentracao
destes hormonios, maior a replicagdo do
virus (Miller et al., 2005).

O CAV ¢ altamente resistente as condi¢oes
ambientais, a inativacdo quimica e ao calor.
A eliminagdo do virus na granja é dificil e
cara, devido as altas concentracGes
necessarias de desinfetantes para uma
efetiva inativacdo. O CAV ¢é resistente a
fumigacdo com formol por 24 horas, ao
tratamento acido (pH 3,0) por 3 horas e aos
desinfetantes a base de glutaraldeido 1%,
usados em larga escala em empresas
avicolas. Desinfetantes com pH 2,0 sdo
amplamente usados na producdo de aves
SPF e, aparentemente, sdo efetivos na
inativagdo do virus. No laboratorio,
temperatura superior a 70°C por 35
minutos, assim como altas concentra¢des de
hipoclorito de sodio em estufa (37°C),
podem ser utilizados para inativacdo do
virus  (Rosenberger e Cloud, 1989;
Brentano, 2009).

9. A doenga no Brasil

Um levantamento sorolégico no Brasil
revelou 89% de positividade de anticorpos
contra CAV utilizando testes de ELISA em
soros de matrizes pesadas adultas, nos cinco

estados de maior producdo (Brentano et al.,
2000). Em Minas Gerais, Gomes et al.
(2005) demonstraram que 97,2% das
matrizes pesadas da avicultura industrial
apresentavam sorologia positiva para CAV
(ELISA) a partir da 172 semana de idade.

Barrios et al. (2009) determinaram a
ocorréncia do CAV na avicultura de
subsisténcia da regido metropolitana de
Belo Horizonte (MG) destacando que no
Brasil ndo se conhece a situacdo sanitéaria
destas aves para este virus. Usando um
nested-PCR detectaram em diferentes
tecidos 0 genoma de CAV em 30% das
aves.

Barrios et al. (2012) detectaram 0 genoma
de CAV em vacinas comerciais produzidas
na década de 90 e pertencentes a diferentes
laboratoérios. Os autores cogitam um papel
epidemiol6gico importante como fonte de
infeccdo para CAV na atualidade.

10. Ocorréncia do CAV em outras partes
do mundo

Toro et al. (2006) fizeram um levantamento
soroldgico nos Estados Unidos em amostras
de soros colhidas entre 1959 e 1975 e
detectaram anticorpos na maior parte das
amostras (entre 43% a 100%), sugerindo
que a ocorréncia do virus € anterior ao seu
primeiro isolamento em 1979 e que a
ocorréncia era alta. Oluwayelu e Todd
(2008) detectaram parte do genoma de
CAYV em soros de galinhas de subsisténcia,
confirmando a susceptibilidade destas
frente ao virus. Estes mesmos autores
concluiram que a baixa produtividade e o
pior indice de conversdo alimentar das
galinhas de subsisténcia na Nigéria em
parte podem ser devido & infeccdo por este
virus. Segundo Oluwayelu (2010), o CAV
pode passar da avicultura comercial para a
de subsisténcia ou vice-versa. O autor
também afirmou que as galinhas de
subsisténcia contribuem para a
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disseminacgdo e persisténcia do virus, além
de ser um hospedeiro ideal para o aumento
de sua variabilidade genética.

Elthair et al. (2011) observaram uma
ocorréncia de 10,22% na avicultura
industrial na China em aves de 6 a 36
semanas de idade detectados pela PCR.
Usando a Nested PCR Ducatez et al. (2008)
detectaram em suabes cloacais de galinhas
comercializadas em mercados de aves vivas
em dois diferentes provincias chinesas 87%
de positividade para CAV.

Na Argentina foram analisadas para a
presenca de CAV trinta e uma amostras de
tecidos principalmente na provincia de
Buenos Aires, sendo detectada pela PCR,
de 18 amostras (58%); as aves positivas
tinham mais de 3 semanas de idade e eram
oriundas da avicultura industrial (Craig et
al., 2009).

11. Interagdo com outros agentes
imunodepressores

11.1 CAV e o virus da doenca de Marek

Haridy et al. (2009) estudaram a
co-infeccdo de CAV e o virus da doencga de
Marek e observaram aumento na
mortalidade induzida pela doenga de
Marek, reducdo significativa dos valores
hematologicos e maior deplecdo de células
TCD8+ no bago e timo. Os autores
concluiram que a severa hipoplasia da
medula Ossea, anemia e reducdo do timo
sdo devidas a co-infeccdo com CAV, ja que
no grupo somente inoculado com o virus da
doenca de Marek a mortalidade era menor.

11.2 CAV e Reovirus

A co-infeccdo de CAV e Reovirus foi
descrita por McNeilly et al. (1995), os
autores inocularam pela via oral ambos
virus e observaram diminuicao significativa
no ganho de peso, redugdo do hematdcrito e
as lesbes nos tecidos apds a necropsia
foram mais marcadas quando comparados
com os pintos inoculados com os virus por
separado (McNeilly et al., 1995).

11.3 CAV e o0 Virus da doenca Infecciosa
Bursal (VDIB)

O VDIB e 0 CAV atuam de forma sinérgica
na producdo de lesdes e na imunodepressao,
e as aves desenvolvem uma severa anemia
(Toro et al., 2009). Rosenberger e Cloud
(1989) mostraram que quando se inoculava
0 VDIB em aves SPF no primeiro dia de
idade, aumentava 0 periodo de
susceptibilidade a anemia produzida pelo
CAV. A mortalidade e a anemia foram
maiores nos lotes infectados previamente
pelo virus da DIB. O ndmero de
macréfagos e células T do baco e timo
estavam diminuidos na co-infeccéo.

12. Diagnéstico

O diagnéstico da infeccdo pelo CAV é
rotineiramente feito por meio da deteccdo
de anticorpos especificos ou pelo
isolamento do virus. A deteccdo de
anticorpos pode ser feita por meio de testes
de Imunoperoxidase Indireta (IPI), ELISA,
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), ou Virus
Neutralizacdo (VN) (Cardona et al., 2000b).
A IPI e o ELISA para deteccdo de
anticorpos  foram  desenvolvidos por
Lamichhane et al. (1992). O IFl e 0 IPI tém
como desvantagens requererem
equipamento especifica para sua leitura,
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além de um observador treinado. A VN tem
como desvantagem a necessidade da
continua passagem do virus em cultivo
celular. Além disso, a dificuldade na
interpretacdo dos resultados torna alguns
destes testes muito trabalhosos para serem
utilizados em estudos mais amplos
(Lamichhane et al., 1992). O ELISA tem
sido muito utilizado na investigacdo da
soroprevaléncia do virus nos plantéis
avicolas (Brentano et al., 2000) e tem como
desvantagem ndo detectar anticorpos
quando a infecgdo é recente.

O isolamento do virus pode ser feito em
pintinhos SPF. As aves podem ser
inoculadas por via intramuscular ou
intraperitoneal, no primeiro dia de vida,
sendo que o aparecimento das lesdes
macroscopicas € mais pronunciado ap6s o
12° de inoculagdo. A confirmacdo do
diagnostico é feita por meio das lesGes
macroscopicas de atrofia de 6rgdos
linfoides, especialmente timo, e palidez da
medula dssea, com presenca de hemorragias
subcutaneas ou musculares e baixos niveis
de hematocrito (menor que 27%) (Schat e
Van Santen, 2008; Brentano 2009).

O isolamento do virus também pode ser
feito em cultivos celulares de algumas
linhagens de células originarias de linfomas
aviarios, derivadas de tumores esplénicos
da doenca de Marek (MDCC-MSB-1)
(Yuasa et al., 1983). O isolamento in vitro
tem como desvantagem o fato do CAV néo
replicar em culturas celulares de tecidos de
aves, nem em linhagens de células de
mamiferos, comumente utilizadas. O
isolamento em ovos embrionados tem como
desvantagem para o diagnostico o fato de
ndo ocorrer efeito letal sobre os embrides
(Yuasa et al., 1979).

O isolamento do virus é trabalhoso, requer
vérias passagens nos cultivos celulares e
consome muito tempo, além de muitas
estirpes do CAV néo se adaptarem bem ao

cultivo celular e algumas delas ndo terem
efeito citopético, o que poderia resultar em
falsos negativos (Nogueira et al., 2005;
Chacon et al., 2010). Devido a estes fatores,
testes moleculares foram desenvolvidos por
varios autores (Noteborn et al., 1992; Todd
et al., 1992; Soiné et al., 1993; Amer et al.,
2011), os quais avaliaram a PCR como uma
técnica sensivel de deteccdo do CAV,
guando comparada com testes como 0
isolamento viral e testes de
imunofluorescéncia ou hibridizacdo em
“dot-blot” (Soiné et al., 1993). A técnica da
PCR possui uma significativa vantagem
sobre o cultivo in vitro, pois as técnicas de
amplificacdo de acidos nucléicos ndo sdo
limitadas pela capacidade do virus crescer
em culturas celulares (Todd et al., 1992).
Todd et al. (1992) desenharam
oligonucleotideos que amplificam
parcialmente (675pb) a proteina VP1 do
CAV na sua regido N-terminal. A PCR se
mostrou eficiente ainda para amplificar
DNA de tecidos fixados em formol (Imai et
al., 1998).

A “nested-PCR” tem sido descrita por
varios autores para amplificacdo do CAV
(Cardona et al., 2000; Séine et al., 1993;
Simionatto et al., 2006) mostrando ser uma
técnica muito sensivel e Util para pesquisa
do CAV em aves com a doenca subclinica e
a pesquisa do genoma nas gbnadas de
matrizes. A nested PCR aumenta tanto a
sensibilidade como a especificidade da PCR
tradicional, na nested-PCR se procede uma
segunda amplificacdo, utilizando como
molde o produto da amplificacdo anterior e
um par de primers, que Se situe em posicao
interna na sequéncia do DNA. Esta técnica
tem como desvantagem o alto risco de
contaminacdo cruzada (Soine et al., 1993).

A PCR em tempo real também tem sido
usada para quantificar o DNA ou RNA de
CAV presente nos tecidos (Markowski-
Grimsrud et al., 2002). Noteborn et al.
(1992) compararam o genoma de VArios
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CAVs isolados, amplificados e clonados
usando as enzimas de restricdo (EcoR |,
Acc |, Bgl 11, Hind Il Sst I, BamHI, Xba I)
e observaram que alguns isolados de campo
ndo continham um local Acc | (posicdo
356) ou Hind Il (posicdo 791), e apenas
uma minoria apresentava um sitio EcoRl.

13. Controle

O controle do CAV em matrizes é feito por
meio de  rigorosas medidas de
biosseguridade e vacinacdo. Para a
prevencdo do CAV tem sido realizada a
vacinacdo das matrizes entre a 162 e a 18?
semana de vida, utilizando uma vacina viva
atenuada (Brentano, 2009). No Brasil ha
trés tipos de vacinas vivas comerciais
disponiveis para o controle do CAV: a TAD
Thymo vac® (Lohman, Animal Health), a
Nobilis CAV P4® (Intervet), e a
Circomune W® (estirpe Del-Ros) da
CEVA Saude Animal Ltda (Avisite, 2010).

E recomendado que as aves soroconvertam
antes do inicio da idade de postura para a
adequada transferéncia de anticorpos para a
progénie. Entretanto, um estudo realizado
por Brentano et al. (2005) indica que a
imunidade mediada por anticorpos nao
previne a transmissdo vertical do virus, ja
que foi confirmada a presenca do CAV nos
tecidos reprodutivos de matrizes pesadas
com 55 e 59 semanas de vida, que tinham
sido imunizadas previamente com o CAV.
DNA do CAV foi detectado nos embrides
dessas matrizes.

O controle do CAV também inclui a
prevencéo de outros agentes
imunodepressores, uma vez que a co-
infeccdo aumenta a severidade da doenca
(Toro et al., 2009; Chacon et al., 2010).

O CAV ¢ resistente & maioria dos
desinfetantes usados na avicultura, o que

permite que o virus permaneca por longos
periodos no ambiente. Ressalta-se que a
reutilizacdo de cama de avidrio ¢ uma
pratica que vem aumentando nos ultimos
anos em lotes de frangos de corte. Porém,
essa pratica oferece riscos quando a cama
ndo é manejada e  desinfetada
adequadamente, ja que o virus ndo sera
eliminado do ambiente. A eliminacdo da
matéria organica das instalacdes e
equipamentos, seguida da utilizacdo de
desinfetante em altas concentragdes, como
hipoclorito de sodio a 10% e o uso de
vassoura de fogo, podem reduzir a carga
infectante do virus (Brentano, 2009).
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CAPITULO Il - OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Determinar a  ocorréncia, a
diversidade genética e a relagdo
filogenética de CAV detectado em
aves provenientes de Minas Gerais
e em vacinas aviarias comerciais.

2. Objetivos Especificos

Desenhar e avaliar
oligonucleotideos especificos para
regido do gene que codifica a
proteina estrutural VP1.

Padronizar e avaliar a eficacia de
uma semi-nested PCR com
oligonucleotideos especificos para
parte da regido codificadora da
proteina VP1, para detectar o CAV
em amostras clinicas obtidas de

lotes de aves comerciais (frangos
de corte e poedeiras), subsisténcia e
outras espécies de aves domésticas.

Caracterizar geneticamente através
do sequenciamento as estirpes
provenientes de Minas Gerais e
analisar para variacdes genéticas.

Investigar o genoma do CAV em 40
vacinas comerciais de diferentes
anos de produgéo (1991-2008).

Comparar e analisar as
similaridades nucleotidicas e dos
aminoacidos inferidos, existentes
entre as sequencias deste estudo,
com as sequéncias disponibilizadas
no GenBank.

Classificar as estirpes de acordo

com 0s agrupamentos encontrados
na analise filogenética.
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CAPITULO Ill- MATERIAL E METODOS

1. Laboratorios

O projeto foi realizado no Laboratério de
Biologia Molecular do Setor de Doengas
das Aves do Departamento de Medicina
Veterindria Preventiva da Escola de
Veterinaria Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Os sequenciamentos dos
produtos da PCR foram realizados no
Laborat6rio de Genética Animal da Escola
de Veterinaria da UFMG.

2. Amostras Clinicas

e Foram testados amostras de tecidos de 74
granjas, 54 delas de frangos de corte e 20
de poedeiras comerciais, em diferentes
localidades do estado de Minas Gerais,
obtidas entre 2006 e 2011 (Quadro 1).

e Foram testadas 74 galinhas provenientes
de avicultura familiar de diferentes
propriedades, muitas das quais chegaram
para diagnostico de diferentes doengas ao
Laboratério de Doencas das Aves da
escola de veterinaria da UFMG entre o
ano de 2006 e 2011 (Quadro 1).

¢ Os materiais e 6rgdos de elei¢cdo foram:
timo, baco, figado, bolsa cloacal.

e Foram utilizadas 38 vacinas comerciais
atenuadas e duas inativadas contra
diferentes enfermidades e de diferentes
empresas codificados de A - H, para a
deteccdo do DNA de CAV (Quadro 2).

e Foram testadas amostras de nove
plantéis diferentes de codornas, oito
plantéis de patos, quatro plantéis de

avestruzes, catorze origens diferentes de
pombos, 58 aves silvestres, de aves que
chegaram de diferentes origens para
diagnostico de diferentes doencas no
Laboratério de Doencas das Aves da
Escola de Veterindria da UFMG
(Quadro 3) entre 2006 e 2011.

3. Comité de ética

O presente estudo foi previamente
apresentado e realizado apds a aprovacéo
pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal da UFMG (Cetea). Sendo
identificado pelo protocolo N°175/2009.
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Quadro 1. Numero de propriedades avaliadas para deteccdo do CAV na Avicultura industrial e familiar e

sua distribuicdo por Mesorregides.

Nome da
Mesorregido

Avicultura Familiar

Avicultura Industrial

Noroeste de Minas

Norte de Minas

Jequitinhonha

Vale do Mucuri

Triangulo Mineiro / Alto
Paranaiba

WO (R[N W

o|Oo|o|u|o

Central Mineira

Metropolitana de Belo Horizonte

Vale do Rio Doce

Oeste de Minas

Sul / Sudoeste de Minas

Campo das Vertentes

w
owN A~

rlo|lwlo|Kln

Zona da Mata

12

14

Total

74

74

* O numero de aves avaliadas nas propriedades da avicultura familiar foi umminimo de duas aves por

propriedade; na avicultura industrial foram avaliadas de 3 a 5 aves por lote nas diferentes propriedades.
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Quadro 2. Vacinas aviarias comerciais de virus vivo atenuado e inativadas utilizadas no presente estudo
para detecgdo de parte do genoma do CAV (VP1).

No Dat_a de Vacipa Estirpe vacinal Labo_ra- Sistema de producéo
) Fabricacéo (Enfermidade) torio
1 jan/91 Newcastle (NC) La sota B1 A Ovos embrionados SPF
2 set/91 Bouba Poxvirus de f%?:énha’ amostra Ovos embrionados SPF
3 dez/91 Bronquite Massachusetts H-52 B Ovos embrionados SPF
4 mar/92 Newcastle La Sota B1 A Ovos embrionados SPF
5 mai/92 Newcastle La Sota B1 A Ovos embrionados SPF
6 dez/92 Bronquite Massachusetts H-52 C Ovos embrionados SPF
7 jan/94 Encefalomielite Calnek 1010 A Ovos embrionados SPF
8 jan/95 Bronquite Massachusetts H-52 D Ovos embrionados SPF
9 jan/95 Bouba Poxvirus de g?:;nha’ amostra A Ovos embrionados SPF
10 fev/96 Marek HVT-FC 126 c Cultura priméria de fibroblastos de
embrido SPF
. Cultura priméria de fibroblastos de
11 jul/oe Marek HVT-FC 126 B embrido SPE
12 set/97 Bronquites Massachussetts H-120 C Ovos embrionados SPF
13 jan/98 Newcastle La Sota B1 C Ovos embrionados SPF
14 set/98 Bronquite Massachussetts H-90 C Ovos embrionados SPF
Doenga infecciosa Cultura priméria de fibroblastos de
15 nov/98 bursal S-706 c embrifio SPF
16 dez/98 Doenggu|r2§00|osa Estirpe Lukert (intermediaria) C Ovos embrionados SPF
17 dez/98 Bronquite Massachussetts H-120 C Ovos embrionados SPF
18 set/01 Bronquite Massachussetts H-90 E Ovos embrionados SPF
19 Set/01 Bronquite Massachussetts MAS C Ovos embrionados SPF
20 fev/02 Bronquite Massachussetts H-120 F Ovos embrionados SPF
21 abr/04 Doenc;gulrr;f:lccmsa Lukert (amostra intermediaria) C Ovos embrionados SPF
22 mai/04 *EDS-76 Inativada B Ovos embrionados de marreco
23 jun/04 Newcastle La Sota B1 B Ovos embrionados SPF
24 jul/o4 Doenggulrr;faelccmsa Amostra intermediaria GBV-8 B Ovos embrionados SPF
25 jul/o4 Newecastle La Sota B Ovos embrionados SPF
26 ago/04 Bronquite Massachussetts H-120 B Ovos embrionados SPF
27 nov/04 Newcastle La Sota B1 F Ovos embrionados SPF
28 mar/05 Bronquite Cepa Massachussetts H-120 F Ovos embrionados SPF
29 mai/05 Encefalomielite Calnek 1010 B Ovos embrionados SPF
30 mai/05 Bronquite Cepa Massachussetts H-120 F Ovos embrionados SPF
31 jun/os Newcastle La Sota B1 G Ovos embrionados SPF
32 ago/05 Newcastle La Sota B1 F Ovos embrionados SPF
Bouba e Poxvirus de galinha, amostra .
33 ago/05 Encefalomielite forte e a estirpe Calnek 67 H Ovos embrionados SPF
* -
34 set/05 BIG, CNC.' EDS-7, Cepa 22L e H18 F
oriza
35 jan/06 Encefalomielite Calnek 1010 H Ovos embrionados SPF
36 mar/06 Encefalomielite Calnek 1010 Ovos embrionados SPF
37 mai/06 Bronquite Cepa Massachussetts H-120 H Ovos embrionados SPF
38 abr/06 Bouba aviaria Amostra suave tipo galinha H Ovos embrionados SPF
Herpesvirus de peru (HVT), . .
39 out/06 Marek Sorotipo 3, cepa FC-126, e HVT H Cultivos celulares de fibroblastos de
: - embrido SPF
sorotipo 1, cepa Rispens
Mycoplasma g . S
40 set/08 gallisepticum MG-70 B Meio de cultura sintético

Legenda *vacinas oleosas inativadas.
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Quadro 3. Amostras clinicas obtidas de diferentes espécies de aves silvestres avaliadas para deteccédo de

parte do genoma de CAV.
No. de
Nome comum Nome cientifico aves Tecido examinados para PCR
testadas
Papagaio-verdadeiro Amazona aestiva 16 Baco, figado, timo

Maritaca Aratinga leucophtalma 1 Baco, timo
Marianinha Pionites leucogaster 5 Baco, timo
Avrara Azul grande Anodorhynchus hyacinthinus 1 Baco, timo
Arara Canindé Ara ararauna 1 Baco, timo
Avrarajuba Guaruba guarouba 1 Baco, timo
Maitaca verde Pionus maximiliani 1 Baco, timo
Curica Amazona amazonica 1 Baco, timo
Ecletus Ecletus roratus 1 Baco, timo
Periquito tuim Forpus crassirostris 1 Baco, timo
Tiriba de orelha branca Pyrrhura leucotis 1 Baco, timo
Cuiu-cuit Pionopsitta pileata 1 Baco, timo
Canario da terra Sicalis flaveola 1 Baco, timo
Pardal Passer domesticus 2 Baco, timo
Canario Serinus canéria 5 Baco, timo
Rolinha Columbina talpacoti 1 Baco, timo
Cardeal amarelo Gubernatrix cristata 3 Baco, timo
Trinca-ferro-verdadeiro Saltador similis 1 Baco, timo
Irere Dendrocygna viduata 1 Baco, timo
Cisne-mudo Cygnus olor 1 Baco, timo
Garca Ardea alba 1 Baco, timo
Faisdo-eperonier Polyplectron bicalcaratum 1 Baco, timo
Faisdo comum Phasianus colchicus 3 Baco, timo
Coruja da igreja Tyto alba 1 Baco, timo
Ema Rhea americana 1 Baco, timo

Jacu Penelope obscura obscura 1 Baco, timo
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Figura 1. Fluxograma das etapas executadas durante o desenvolvimento desta tese.
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4. Extracdo do DNA

A extracdo do DNA dos tecidos foi feita
pelo método de silica e iodeto de sodio,
seguindo o protocolo de Boom et al. (1990)
modificado. A extracdo foi realizada por
meio da reacdo do material bruto
previamente macerado (200 pL), com
aproximadamente 600 pL de iodeto de
sodio (Nal) a 6M, sob aquecimento a 55° C
e forte homogeneizagdo em vortex a cada
cinco minutos, durante 15min. O material
obtido foi submetido a centrifugacdo por
trés minutos a 3000 g e a parte liquida foi
coletada com o auxilio de uma pipeta e
colocada em um novo tubo. Junto com 50
pL de suspensdo de silica, a nova mistura
foi homogeneizada com o auxilio de um
vortex. A mistura foi incubada em agitador
por dez minutos a temperatura ambiente.
Apos centrifugagdo por 30 segundos a
12000 g, o sobrenadante foi descartado por
inverséo do tubo. O sedimento foi
ressuspendido em 800 pL de Nal e
homogeneizado com o auxilio de vértex. A
mistura foi novamente centrifugada por 30
segundos a 12000 g e o sobrenadante foi
descartado. O sedimento (DNA ligado a
silica) foi lavado duas vezes com 1 mL de
tampdo de lavagem (Etanol 60%, 50mM
Tris-HCI pH8,0, 10mM EDTA pH 8,0).
Apobs centrifugagdo por 30 segundos a
12000 ¢, todo o tampdo de lavagem foi
descartado.  Foi adicionado 1 mL de
acetona e ap6s homogeneizacdo no vortex e
centrifugacdo por 30 segundos a 12000 g, 0
sobrenadante foi descartado e o residuo de
acetona evaporado do sedimento em tubo
com tampa aberta, mantido a 55°C por 10
minutos. O DNA aderido a silica foi eluido
por adi¢do de 50 pL de TE 0,5X (5 mM
Tris-HCI pH 8,0, 0,5 mM EDTA pH 8,0),
levemente homogeneizado e incubado a
55°C por 10 minutos, sendo que, a seguir, 0
tubo foi centrifugado por dois minutos a
12000 g, para solidificar o sedimento. O
sobrenadante foi removido com o auxilio de

uma pipeta, tendo-se o cuidado de nao
misturar a silica novamente, que
determinara a necessidade de novas
centrifugacBes a 12000 g, para eliminar
totalmente a silica da amostra. Apos
centrifugacéo e coleta do DNA, as amostras
foram estocadas em freezer a -20°C.

5. Determinacao espectrofotométrica da
concentracdo de DNA

A quantidade e a pureza do DNA foram
determinadas por densidade Optica em
espectrofotdmetro NanoVue® (GE,
Healthcare, Reino Unido) a 260nm, 280nm
e sua razdo.

6. Oligonucleotideos Iniciadores

Os iniciadores (primers) utilizados neste
estudo foram desenhados com auxilio do
programa primer3plus (Rozen e Skaletsky,
2000, disponivel na URL
http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi).  Foram
desenhados trés iniciadores, dois externos e
um interno. A partir do alinhamento das
sequéncias disponiveis no GenBank em
2008. Na PCR foram usados os iniciadores
CAVMGF
5’CCTGTTCCGACACATTGA3’
correspondendo aos nucleotideos 1444 a
1461 e 0 CAVMGR
5’TATGGCCTCTGCCTGTTA3’ que
corresponde aos nucleotideos 2119 a 2136.
Para a semi-nested PCR foi utilizado o
iniciador CAVMGSN
5’GAATGAGGGATCCTTCAGCC3’ que
corresponde a posicdo 1489 — 1508 e o
iniciador CAVMGR ja descrito
anteriormente. A posicdo dada aos
nucleotideos no genoma completo do CAV
foi de acordo com a sequéncia da estirpe
Cuxhaven-1 (M55918.1 GenBank).
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7. Condigdes da reagdo em cadeia pela
polimerase (PCR) e semi-nested-PCR
para deteccdo do CAV e da regido
gendmica que codifica a proteina VP1
(Fragmento B).

Uma aliquota de cada amostra de DNA
total foi utilizada como molde na reacéo de
amplificacdo, com volume final de 50 pL
contendo: 200ng de DNA, tampdo 1X
(200mM  Tris-HCI pH8,4, 500mM KCI),
0,4mM de dNTP, 2mM de MgCl2, 1 uL de
cada iniciador externo a 10pmol, 1Ul de
Taq Polimerase (Platinum® Taq DNA
Polymerase — Invitrogen) e agua ultra pura
18,2 MQ q.s.p. Para o semi-nested foi
utilizado 1 pL do produto da PCR, 1mM
MgCl, 0,2mM de dNTP e 1 Ul de Taq
Polimerase. As condicBes de amplificagdo
foram iguais para a PCR e para a semi-
nested, com um ciclo inicial de
desnaturacdo a 94°C por 5 min, seguida por
35 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 1 min,
por anelamento a 52°C por 1 min e extenséo
a 72°C por 1 min, além de uma extensdo
final a 72°C por 10 min, em termociclador
(modelo PTC 100, MJ Research,
Watertown, MA). Para cada ensaio foi
utilizado como controle positivo DNA
extraido da vacina comercial Nobilis
CAVP4 da empresa Intervet International,
Holanda e como controle negativo foi usado
DNA extraido de tecidos de cinco aves
SPF.

8. Sequenciamento do gene VP1

Para 0 sequenciamento de uma regido de
1271nt do gene que codifica a proteina VP1
foram amplificados os fragmentos A e B. O

fragmento A foi sequenciado usando o0s
iniciadores previamente descritos por Todd
et al. (1992). O fragmento B foi
sequenciado usando os iniciadores externos
da PCR desenhados neste estudo (Quadro
4).

9. Condicfes da reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) para sequenciamento
da regido gendmica que codifica a
proteina VP1 do CAV (Fragmento A).

Para a amplificagdo e sequenciamento do
fragmento A foram usados os iniciadores

CAVIF 5’
GACTGTTAAGATGGCAAGACGAGCT
3 e CAV2F 5

GGCTGAAGGATCCCTCCATTC 3°. Na
reacdo de amplificacdo, foram utilizados:
300ng de DNA, Tampéo 1X (200mM Tris-
HCI pH8,4, 500mM KCI), 2mM de dNTP,
1,5mM de MgCl,, 1ul de cada iniciador
externo a 10pmol, 1Ul de Taq Polimerase
(Platinum® Taq DNA Polymerase -
Invitrogen) e dgua ultra pura 18,2 MQ q.s.p
50uL. A PCR foi feita em termociclador
(Modelo PTC 100, MJ Research,
Watertown, MA), nas seguintes condicoes
de temperatura: uma fase inicial a 94°C por
5 min, seguida por 35 ciclos de 94°C por 30
s, 50°C por 60 s e 72°C por 90 s, com uma
fase de extenséo final de 72°C por 10 min.
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Quadro 4. Resumo dos iniciadores usados neste estudo para deteccdo de parte do genoma e
para 0 sequenciamento da regido que codifica a proteina VP1 do CAV (sequéncia de baes,

localizagdo no genoma e tamanho esperado).

Nome Sequéncia (5°->3°) Localizagdo | Sentid Segmento Autores | Fragmento
Oligo no genoma* 0 (pb)
CAV1 GACTGTTAAGATGGCAAGACGAGCT 833-856 + 675 Todd et
CAV2 GGCTGAAGGATCCCTCCATTC 1489-1508 - al., 1992 A
CAVM GACTGTAAGATGGCAAGACGAGCT 1444-1461 + 693
GF
CAVM GGCTGAAGGATCCCTCCATTC 2119-2136 - Este B
GR estudo
CAVM GAATGAGGGATCCTTCAGCC 1489-1508 + 648
GSN
*Localizagdo descrita em base na sequéncia Cuxhaven-1 (Numero de acesso no GenBank

M55918.1)

VP1

1350pb

CAV1(833)

CAVMGF (1444)

CAV2(1508) Fragmento A = 675pb

CAVMGR (2136) Fragmento B= 693pb

Figura 2. Representacdo esquematica da organizacdo do CAV e a posi¢do dos iniciadores
usados para sequenciar a proteina VP1. Fragmento A e B foram designados neste trabalho para
fins didaticos. O DNA de CAV é uma fita Unica que codifica 3 ORFs.
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10. Analise dos produtos amplificados

A visualizacdo dos produtos das PCRs e da
semi-nested PCR foi realizada por
eletroforese em gel de agarose 1,5% em
tampdo TBE 0,5X (100mM Tris-base
pH8,3, 25 mM EDTA e 50 mM A4cido
borico). Por amostra foram utilizados 8 pL
do produto amplificado, e adicionados 2 L
do tampdo de amostra 2X (60% de glicerol,
10% de TBE 10X e azul de bromofenol). A
eletroforese foi efetuada a 100V por 40
minutos, sendo utilizado o padrdo de
tamanho molecular de 100 pb DNA Ladder
(Promega). Imediatamente apds a corrida, o
gel foi corado com solugdo de brometo de
etideo na concentracdo de 10mg/mL e os
resultados foram visualizados em um
transiluminador uv (Macrovue,
Hoefer/Pharmacia, EUA).

11. Purificacdo dos produtos da PCR
com polietilenoglicol (PEG)

Os produtos da PCR foram purificados para
serem  utilizados na  reacdo  de
sequenciamento. Foi usado o método
descrito por Rosenthal et al. (1993) com
modificagbes: ao produto da PCR (50pL)
foi adicionado igual volume de uma solucéo
de PEG 8000 a 20%. Apos rapida agitacao
por 15 s, a solugdo foi incubada por 15 min
a 37°C e centrifugada por 15 min a 13000 g.
O sobrenadante foi retirado cuidadosamente
com auxilio de pipeta e descartado. Sobre o
sedimento foram adicionados lentamente e
pelas paredes do tubo 125uL de etanol
80%. Apo6s a lavagem do sedimento e
centrifugacdo por 5 minutos, a lavagem foi
repetida. ApoOs descartar o sobrenadante por
inversdo do tubo, o tubo foi incubado a
37°C para secagem do etanol. De 10 a 15
uL de &gua ultra pura foram adicionados e
0 sedimento foi suspendido por pipetagem.
O DNA purificado foi quantificado pela
eletroforese em gel de agarose 1,5%, em

tampdo de corrida TBE 0,5X e conservado
a -20°C até sua utilizacdo na reacdo de
seguenciamento.

12. Sequenciamento genético

Os produtos amplificados e purificados
foram sequenciados pelo método de
dideoxinucleotideos, descrito por Sanger et
al. (1997), em um sequenciador automatico
capilar ABI 310® (Perkin Elmer, Estados
Unidos), utilizando o kit Big Dye
Terminator Mix (Applied Biosystems,
EUA), de acordo com as condigbes de
reacdo e leitura indicadas pelo fabricante.
Aproximadamente 1 pL amplicom foi
utilizado em cada reacdo de
sequenciamento, adicionando 1 pL de cada
iniciador na concentragdo de 10 pmol F e R
por separado, 1 pL de Big Dye, 1,5 UL de
tampdo Save Money (Applied Biosystems,
EUA) e 4gua ultra pura g.s.p. 10 pL. Esta
reacdo de sequenciamento foi feita em
termociclador (PTC-100, MJ Research,
Inc., EUA), utilizando o seguinte ciclo:
desnaturacdo a 96°C por 15 s, anelamento
do iniciador a 50°C por 15 s, extensdo a
60°C por 4 min, sendo esse ciclo repetido
por 30 vezes. Em seguida, o produto da
reacdo de sequenciamento foi purificado
por precipitacdo utilizando isopropanol e
etanol e homogeneizado em formamida,
sendo entdo feita a desnaturacdo rapida a
95°C por 2 min e colocado no gelo
imediatamente.  Cada  amostra  foi
sequenciada em ambas as dire¢des da dupla
fita, tantas vezes quanto necessarias, para
obter uma sequéncia confiavel.

13. Anélise das sequéncias nucleotidicas

Para analise da qualidade das bases de
nucleotideos dos eletroferogramas, obtidos
pelo sequenciamento das fitas senso e anti-
senso, foi utilizado o programa BioEdit
(Hall, 1999). Este programa permite editar e
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excluir as ambiguidades, além de identificar
0s duplos picos dos eletroferogramas.
Todos os alinhamentos foram revisados e
editados manualmente quando necessario.
O alinhamento das fitas consenso do
fragmento A e B de cada amostra foram
alinhados e se uniram para obter Unica fita
de 1271 nucleotideos da regido codificadora
de VP1 do CAV.

14. Busca das sequéncias similares em
bancos de dados

Para inicio das analises, todas as sequéncias
obtidas foram comparadas com sequéncias
disponiveis no banco de dados do National
Center for Biotechnology Information
(NCBI — http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os
algoritmos dos programas BLAST 2.0
(Basic Local Alignment Search Tool),
BLASTN e BLASTX
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/),
foram utilizados para a busca de
similaridade entre o0s nucleotideos e
aminodacidos, respectivamente (Altschul et
al., 1997). Foram obtidas 20 sequéncias
disponiveis no GenBank para realizadas
comparagOes e andlises filogenéticas deste
estudo.

15. Alinhamento das sequéncias

As sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos obtidas dos CAVs neste
estudo foram alinhadas com as sequéncias
de CAV disponibilizadas no GenBank no
Clustal X (Thompson et al., 1997) do
programa Molecular Evolutionary Genetics
Analysis versio 5.0 para Windows
(Tamura et al., 2011) e no programa
BioEdit (Hall, 1999).

16. Andlises filogenéticas

A andlise filogenética das sequencias de
nucleotideos e aminoécidos do gene
codificante de VP1 foi feita usando o
método neighbor-joining, com o programa
MEGA 5.0. Neste mesmo programa, 0S
dados foram submetidos ao teste de
confianga em topologia (Bootstrap) com
1000 reamostragens, para testar o grau de
confiabilidade dos agrupamentos obtidos
nas arvores filogenéticas. Com o método de
substituicdo de nucleotideos Kimura 2-
pardmetro (Kimura, 1980) e o método de
substituicdo de aminoacidos JTT (Jones et
al., 1992). O programa MEGA 5.0 analisa
as sequéncias e recomenda o melhor
método para usar na analise filogenética.

Na Figura 1 estdo resumidas as etapas do
material e métodos deste trabalho, para um
melhor entendimento.
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CAPITULO IV - CARACTERIZACAO MOLECULAR E EPIDEMIOLOGIA DO
VIRUS DA ANEMIA INFECCIOSA DAS GALINHAS EM AVES DE SUBSISTENCIA E
DA AVICULTURA INDUSTRIAL EM MINAS GERAIS

Resumo

No presente estudo se detectou o Virus da Anemia Infecciosa das Galinhas (CAV) em 36,4%
das granjas de aves de avicultura industrial, a0 mesmo tempo em que na avicultura familiar ou
de subsisténcia foi detectado 0 mesmo genoma em 35% das propriedades. Os testes foram feitos
por semi-nested PCR desenvolvida neste estudo. Os genomas de dez amostras provenientes da
avicultura industrial e de sete amostras provenientes da avicultura familiar de Minas Gerais
foram sequenciados e geraram um fragmento de 1271 nucleotideos que codificam parcialmente
a proteina VP1 do CAV. Estas amostras mostraram similaridade de nucleotideos de 93,7 a
99,5%, quando comparadas com 20 sequéncias de diferentes partes do mundo depositadas no
GenBank. Da mesma maneira, a similaridade entre aminoacidos variou de 96,6 a 100% entre as
amostras deste estudo e as depositadas no GenBank. Em trés amostras pertencentes a produgao
de frangos de corte da Zona da Mata de Minas Gerais e da regido metropolitana de Belo
Horizonte - MG foi encontrado o aminoécido F na posicdo 98, substituicdo esta que parece
especifica de amostras brasileiras. A maior variacdo nas amostras mineiras do genoma que
codifica a VP1 se observou nos aminoacidos das posi¢des 22,75,97, 139,144, 287 e 370.

condenacdo ao abate (Mcnulty et al., 1991;

Introducéo

A avicultura industrial tem uma posigdo de
destaque na  economia  brasileira,
empregando mais de 4,5 milhdes de
pessoas, direta e indiretamente, e
respondendo por quase 1,5% do Produto
Interno Bruto (PIB) nacional. O frango
brasileiro estd presente em mais de 150
paises em tudo o mundo, fornecendo
proteina de origem animal de alto valor
nutricional e baixo custo. No mundo, o
Brasil é o maior exportador de frangos de
corte e o0 terceiro maior produtor
(UBABEF, 2011).

As  doengas imunodepressoras  tém
importancia na avicultura porque estdo
frequentemente associadas a infecgOes
secundarias provocadas por virus, bactérias,
fungos e parasitos, 0 (que aumenta
significativamente os custos de producgdo
com tratamentos, falhas na vacinagdo e

Brentano, 2009).

As galinhas séo o Unico hospedeiro natural
conhecido do virus. No Brasil, estudos
soroldgicos de prevaléncia em matrizes
mostraram que o CAV esta amplamente
disseminado na avicultura industrial,
havendo alta prevaléncia nas regides onde a
avicultura industrial estd mais presente
(Brentano et al., 2000; Gomes et al., 2005).

Toro et al. (2006) fizeram um levantamento
soroldgico nos Estados Unidos em amostras
de soros colhidas entre 1959 e 1975 e
detectaram anticorpos na maior parte das
amostras (entre 43% a 100%), sugerindo
que a ocorréncia do virus é anterior ao seu
primeiro isolamento. O CAV ja foi
identificado e caracterizado em varias
partes do mundo, confirmando sua presenca
em diferentes criacbes de aves sejam
comerciais ou de subsisténcia e no
comércio de aves vivas (Ducatez et al.,
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2008; Oluwayelu e Todd, 2008; Barrios et
al., 2009; Craig et al., 2009).

No Brasil, Brentano et al. (1991) isolaram e
identificaram o CAV, pela primeira vez, em
frangos de corte que apresentavam sinais de
anemia, atrofia dos 6rgdos linféides,
desuniformidade, imunodepressdo e baixos
indices produtivos. Usaram, para isso,
anticorpos monoclonais especificos para
este virus. Desde entdo, varios estudos tém
sido feitos no Brasil, embora tenham sido
publicados  apenas  dois  trabalhos
(Simionatto et al., 2006; Nogueira et al.,
2007), os quais sequenciaram fragmentos
de DNA que codificam parcialmente as
proteinas VP1, VP2 e VP3 das amostras
brasileiras. No GenBank sé se encontram
depositadas 27 estirpes brasileira de CAV
(busca no Gen Ban data 24/10/2012). No
Brasil, o virus da Anemia Infecciosa das
Galinhas nunca foi sequenciado em sua
totalidade. Com isso podemos concluir que
existe pouca informacdo sobre a filogenia
das amostras brasileiras.

O objetivo deste trabalho foi detectar e
caracterizar molecularmente 0o genoma que
codifica a proteina VP1 de CAV de
amostras de aves de subsisténcia e de
producdo em Minas Gerais e estabelecer
sua relagdo filogenética com outras estirpes
depositadas no GenBank. Para isso foram
sequenciadas 1271 nucleotideos de um total
de 1350nt que codificam a proteina VP1 do
CAV.

Material e Métodos
Amostras

Foram investigadas 74 granjas, 54 delas de
frangos de corte e 20 de poedeiras
comerciais, em diferentes localidades do
estado de Minas Gerais. Além disso, foram
testadas 74 galinhas provenientes de
avicultura familiar de diferentes localidades
do mesmo estado, com e sem sinais clinicos

da doenca. Estas amostras foram coletadas
entre os anos de 2006 a 2011. Nenhuma das
aves testadas estava vacinada contra o virus
da Anemia Infecciosa das Galinhas, ja que
as vacinas comerciais sdo unicamente para
matrizes comerciais, enquanto na avicultura
de subsisténcia essa vacina nao € usada.

Amostras de baco, timo, figado e bolsa
cloacal foram coletadas entre 2006 e 2011
de aves com diferentes sinais clinicos e com
doenca clinica para outros agentes
diferentes de CAV (exemplos: Doenca
Infecciosa Bursal, Mycoplasmose,
Reovirus, Coriza infecciosa das galinhas,
coccidiose, endoparasitos, blastocystis) ou
sadios.

Extragdo e amplificagdo do DNA

O 4cido nucleico dos tecidos foi extraido
usando o método de Silica com iodeto de
Sodio (6M), seguindo o protocolo
previamente descrito por (Boom et al.,
1990). A quantidade e a pureza do DNA
foram determinadas por densidade o6ptica
em espectrofotdmetro NanoVue® (GE,
Healthcare, UK Ltda).

Iniciadores

Os iniciadores (primers) utilizados neste
estudo foram desenhados com ajuda do
programa primer3plus (Rozen e Skaletsky,
2000), ao qual se pode ter acesso através do
link http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi. Foram
desenhados trés iniciadores, dois externos e
um interno. A partir do alinhamento das
sequéncias disponiveis no GenBank em
2008. Na PCR foram usados os iniciadores
CAVMGF
5’CCTGTTCCGACACATTGA3> e o
CAVMGR
5’TATGGCCTCTGCCTGTTA3’. Para a
semi-nested PCR foi utilizado o iniciador
CAVMGSN
5’GAATGAGGGATCCTTCAGCC3” ¢ o
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iniciador CAVMG R ja descrito

anteriormente (Quadro 1).
PCR para diagnéstico

Uma aliquota de cada amostra de DNA
total foi utilizada como molde na reacéo de
amplificacdo, com volume final de 50 pl
contendo: 200ng de DNA, tampdo 1X
(200mM  Tris-HCI pH8,4, 500mM KCI),
0,4mM de dNTP, 2mM de MgCI2, 1 ul de
cada iniciador externo a 10pmol, 1Ul de
Taq Polimerase (Platinum® Taq DNA
Polymerase — Invitrogen) e agua ultra pura
milliQQ q.s.p. Para o semi-nested foi
utilizado 1 pl do produto da PCR, 1mM
MgCI2, 0,2mM de dNTP e 1 Ul de Taq
Polimerase. As condicBes de amplificagdo
foram iguais para a PCR e para a semi-
nested, com um ciclo inicial de
desnaturacdo a 94°C por 5 min, seguida por
35 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 1 min,
por anelamento a 52°C por 1 min e extenséo
a 72°C por 1 min, além de uma extensdo
final a 72°C por 10 minutos, em
termociclador (modelo PTC 100, MJ
Research, Watertown, MA). Para cada
ensaio foi utilizado como controle positivo
DNA extraido da vacina comercial Nobilis
CAVP4 da empresa Intervet International,
Holanda.

Sequenciamento do gene VP1

Para o sequenciamento de uma regido de
1271nt do gene que codifica a proteina VP1
foram amplificados os fragmentos A e B. O
fragmento A foi sequenciado usando o0s
iniciadores previamente descritos por Todd
et al. (1992). O fragmento B foi
sequenciado usando os iniciadores externos
desenhados neste estudo para a PCR
(Quadro 1).

Para a amplificacdo e sequenciamento do
fragmento A foram usados os iniciadores
CAV1F
5’GACTGTTAAGATGGCAAGACGAGC
T3 e CAV2F
5’GGCTGAAGGATCCCTCCATTC3’
(Quadro 1). Na reacdo de amplificacéo,
foram utilizados: 300ng de DNA, Tampé&o
1X (200mM Tris-HCI pH8,4, 500mM
KCI), 2mM de dNTP, 1,5mM de MgCI2,
1ul de cada iniciador externo a 10pmol, 1U
de Taq Polimerase (Platinum® Tag DNA
Polymerase — Invitrogen) e agua ultra pura
gs.p 50puL. A PCR foi feita em
termociclador (Modelo PTC 100, MJ
Research, Watertown, MA), nas seguintes
condicdes de temperatura: uma fase inicial
a 94°C por 5 min, seguida por 35 ciclos de
94°C por 30 seg, 50°C por 60 seg e 72°C
por 90 seg, com uma fase de extensao final
de 72°C por 10 min.

Quadro 1. Resumo dos iniciadores usados neste estudo para detec¢do do genoma e para
sequenciamento da regido que codifica a proteina VP1 do CAV.

Nome Sequéncia (5°->3") Localizacd | Sentido | Segmento | Autores | Fragmento
Oligo ono (pb)
genoma*
CAV1 GACTGTTAAGATGGCAAGACGAGC 833-856 i 675 Todd et
T al., 1992 A

CAV2 GGCTGAAGGATCCCTCCATTC 1489-1508 -
CAVMGF | GACTGTAAGATGGCAAGACGAGCT 1444-1461 i 693 Este B
CAVMGR GGCTGAAGGATCCCTCCATTC 2119-2136 - estudo
CAVMGSN GAATGAGGGATCCTTCAGCC 1489-1508 i 648

*Localizacdo descrita em base na sequéncia Cuxhaven-1 (Numero de acesso no GenBank

M55918.1)
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Analise dos produtos amplificados pelos
ensaios de PCR

Os produtos amplificados ~ foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% e visualizados sob luz UV apds
coloragio com brometo de etideo
(10mg/ml). A eletroforese ocorreu a 100V
em tampdo TBE 0,5X (100mM Tris-base
pH8,3, 25mM EDTA e 50mM A&cido
bérico), utilizando o padrdo molecular de
100 pb DNA Ladder (Invitrogen).

Purificacdo dos produtos da PCR para
sequenciamento com PEG

Para a purificacdo do produto da PCR foi
usado o método descrito por Rosenthal et
al. (1993) com modificacdes.

Sequenciamento genético

Os produtos amplificados e purificados
foram sequenciados pelo método de
dideoxinucleotideos, descrito por Sanger et
al. (1997), utilizando o kit Big Dye
Terminator Mix (Applied Biosystems,
EUA), de acordo com as condigdes de
reacdo e leitura indicadas pelo fabricante.
Os produtos da extensdo foram analisados
em um sequenciador automatico por
eletroforese capilar (ABI Prism 310 Genetic
Analyser, Perkin Elmer), no laboratério de
Genética do Departamento de Medicina
Veterindria Preventiva, da Escola de
Veterindria da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) e as sequéncias
geradas foram analisadas.

Analises Filogenéticas

Para analise da qualidade das bases de
nucleotideos dos eletroferogramas, obtidos
pelo sequenciamento das fitas senso e anti-
senso, foi utilizado o programa BioEdit
(Hall, 1999). Todas as sequéncias finais
geradas foram comparadas com sequéncias

disponiveis no banco de dados do National
Center for Biotechnology Information
(NCBI — http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/). As
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos
foram alinhadas com as sequéncias de CAV
depositadas no GenBank com o auxilio do
programa Clustal X (Thompson et al.,
1997), implementado no  programa
Molecular Evolutionary Genetics Analysis
MEGA versdo 5.0 e no programa BioEdit
para Windows (Tamura, et al., 2011).

A andlise filogenética dos nucleotideos e
dos aminoacidos do gene VP1 foi feita
usando o método neighbor-joining, com o
programa MEGA 5.0. Neste mesmo
programa, os dados foram submetidos ao
teste de confianga em topologia (Bootstrap)
com 1000 reamostragens, para testar o grau
de confiabilidade dos agrupamentos obtidos
nas arvores filogenéticas. Com o método de
substituicdo de nucleotideos Kimura 2-
pardmetro (Kimura, 1980) e o método de
substituicdo de aminoacidos JTT (Jones et
al., 1992).

Resultados e Discussao
PCR e Semi-nested PCR

Foram desenhados iniciadores neste
trabalho com o objetivo de amplificar parte
do gene que codifica a proteina VP1 do
CAV. Para garantir sua especificidade e
sensibilidade foram avaliadas diferentes
concentragbes de cloreto de magnésio
(MgCl,), dNTPs, Taq Polimerase, DNA
molde e diferentes temperaturas de
anelamento, tanto na PCR como na semi-
nested PCR. Observou-se que, na
temperatura de 52°C para a semi-nested ndo
houve comprometimento da especificidade
e ocorreu uma boa sensibilidade da reacéo,
em diferentes concentracbes de MgCl,,
visualizando-se que o0 aumento da
concentracdo de MgCl, até 2mM, foram
benéficos a sensibilidade do teste. Com
relacdo a temperatura de anelamento, 52°C
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justificou-se pelo aparecimento de menor
nimero de bandas inespecificas e uma
banda especifica de melhor nitidez e
intensidade.

Gel de Agarose 1,5%

Figura 1. Eletroforese de DNA em gel de Agarose 1,5%. TM: Padrdo de tamanho molecular
100 pb DNA Ladder (Promega), C+ controle positivo, C- controle negativo. 1-5 amostras

testadas da avicultura familiar e industrial positivas.

A otimizag&o das PCRs para os CAVs deste
trabalho permitiu visualizar os produto do
tamanho esperado no gel de agarose do
controle positivo (Vacina, Nobilis® CAV
P4; Intervet, Holanda) e das amostras
clinicas. Outras amostras s6 amplificaram
depois da semi-nested PCR isto pode ter
sido porque a semi-nested permitiu
melhorar a sensibilidade e especificidade,
especialmente de amostras onde a doenca
estd na forma subclinica. A associagdo de
um método de extracdo e purificacdo de
DNA eficiente com um protocolo de semi-
nested PCR adequado possibilitou a
deteccdo do CAV em varios tecidos, soro,
sangue e fezes (resultados ndo mostrados
aqui). A sensibilidade da semi-nested PCR
foi determinada a partir de diluicdes
seriadas da vacina contra CAV (Nobilis®
CAV P4; Intervet B.V., Holanda) e foi

possivel detectar até 0,15 TCID50 e a
especificidade com 10 amostras de tecidos
de aves SPF sabidamente negativas para
CAV e livres de anticorpos contra o virus.

Detecgdo do genoma de CAV

Com o objetivo de detectar o genoma de
CAYV em diferentes espécies de aves foram
testadas amostras recebidas no Laborat6rio
de Doencas das Aves durante o periodo de
2006 a 2011. No laborat6rio foram feitas as
necropsias e coletados os tecidos para
diagndstico da anemia (baco, figado, timo,
bolsa cloacal e tecidos reprodutivos). Estas
amostras foram coletadas de aves tanto da
avicultura industrial, como de subsisténcia e
silvestres. Nas aves silvestres testadas neste
trabalho e outras aves domésticas como
pombos e patos, ndo houve deteccdo do
genoma de CAV. No laboratério foram
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recebidas amostras de frangos de corte,
positivas para o virus da doenga infecciosa
bursal (DIB), Reovirus (Rios, 2010), para
diagnéstico de CAV, nos quais
constataram-se co-infec¢es. Na avicultura
de subsisténcia foram testadas, quanto a
presenca do CAV, propriedades em
diferentes microrregides do estado de
Minas Gerais. Foram usadas no estudo aves
de diferentes idades, linhagens e ragas, a
maioria com problemas parasitarios.

De 74 amostras da avicultura industrial
examinadas, 27 foram positivas para o
CAV (36,4%), das quais dez foram
escolhidas aleatoriamente para a analise
filogenética. De 74 amostras de aves de
subsisténcia 26 (35%) amostras foram
positivas, sendo sete delas sequenciadas,
das quais, duas destas foram obtidas de uma
mesma ave, do timo e baco. No Brasil,
estudos soroldgicos em matrizes pesadas
mostraram que o CAV estd amplamente
disseminado na avicultura industrial, com
alta prevaléncia nas regides de alta
densidade avicola (Brentano et al., 2000;
Gomes et al.,, 2005). Em Minas Gerais,
Gomes et al. (2005) demonstraram que
97,2% das matrizes de frangos de corte da
avicultura industrial apresentaram sorologia
positiva para CAV (ELISA) a partir da 172
semana de idade. Embora os dados da
soroprevaléncia sejam altos, neste estudo
foram avaliados lotes de aves da avicultura
industrial com e sem sinais de
imunodepressdo, considerando que a
auséncia de anticorpos ndo indica
exatamente a auséncia do virus. Outro fator
a considerar € que, enquanto o estudo
conduzido por Gomes et al. (2005) foi feito
em dois lotes de matrizes pesadas em uma
regido menor, o presente trabalho teve
maior ndmero de lotes de varias
microrregibes de Minas Gerais da
avicultura industrial e familiar. Com isso, o
presente estudo reforca a hipdtese de que o
virus se encontra disseminado tanto na
avicultura familiar como na industrial de

Minas Gerais. Acredita-se como uma das
origens possiveis de CAV, o uso de vacinas
de virus vivo contaminado com o genoma
de CAV (Barrios et al, 2012), além da
presenca de CAV nas linhagens industriais
antes da descoberta do mesmo e
implantagdo de programas de controle
(Toro et al., 2006), além de falhas na
biosseguridade e a alta resisténcia do virus
a inativacdo fisica e quimica, o que permite
sua permanéncia de infecciosidade por
muito tempo no ambiente (Gomes et al.,
2005; Schat e Van Santen, 2008; Barrios et
al., 2009). Barrios et al., 2009 detectaram o
genoma de CAV em 30% das aves de
subsisténcia na Regido Metropolitana de
Belo Horizonte, usando nested-PCR. No
presente  estudo, detectaram-se taxas
semelhantes, em que o genoma de CAYV foi
encontrado em 34% das propriedades
testadas.

Nos casos positivos de CAV na avicultura
industrial, as doencas concomitantes mais
frequentemente observadas foram & doenga
infecciosa bursal (DIB) detectada por RT-
PCR e pelas lesdes histopatoldgicas (dados
ndo publicados), reoviroses (Orthoreovirus)
detectada através de RT-PCR (Rios, 2010)
e coccidiose por visualizacdo dos oocistos
Nno microscopio.

Na avicultura familiar ou de subsisténcia,
observou-se 38,5% das aves reagentes para
Mycoplasma  gallisepticum  (teste de
soroaglutinacéo rapida) e CAV, seguida de
co-infecgbes por Eimeria (microscopia
direta). A coriza infecciosa também foi um
achado clinico comum (Tabela 1). O
diagndstico destas doencas concomitantes
foi realizado no Laboratério de Doengas das
Aves da UFMG e na UFV, como parte da
rotina de diagnosticos destes laboratorios.

O CAV potencializa infeccdes causadas por
outros patdgenos oportunistas ou primarios,
provocando diminui¢do da produtividade e
gerando altas perdas econdmicas pelo
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aumento da mortalidade, falhas na
vacinagdo, tratamento de infecgOes
bacterianas ou parasitéarias e diminui¢do do
crescimento e da eficiéncia da conversdo
alimentar (McNulty et al., 1991; Simionatto
et al., 2006). Tal condicdo pareceu ocorrer
nas aves industriais que apresentavam co-
infeccdo, especialmente demonstrada nas
co-infecgbes por Orthoreovirus (Tabela 1)
inclusive nas de avicultura familiar, em que
se observou um quadro de imunodepressdo
aparentemente mais intenso com doencas
multifatoriais e aumento da mortalidade. A
severidade da infec¢do por CAV pode ser
influenciada pela presenca de outras
doencas concomitantes, da idade da ave,
dose infectante e via de transmisséo

(Brentano, 2009). No presente trabalho, as
aves da avicultura familiar testadas para a
presenca de CAV tinham idade variavel,
desde animais jovens, com cerca de 30 dias,
até aqueles com mais de 20 semanas de
idade, implicando que a idade da ave pode
ndo ter sido determinante para a presenga
de sinais clinicos demonstrados pelas aves
positivas ao CAV. Foram encontradas aves
adultas com sinais clinicos de anemia,
condicdo que poderia resultar da associacédo
de outras doencas imunodepressoras, as
quais poderiam impedir o desenvolvimento
de protecdo contra CAV, como no caso de
co-infeccdo com DIB, doenga de Marek e
micotoxinas.

Tabela 1. Percentual de co-infeccdo de CAV e outros agentes diagnosticados no Laboratério de
Doengas das Aves da Escola Veterinaria da UFMG (2006-2011) em porcentagens.

IBDV  Mycoplasma Coccidiose ~ Coriza  Blastocystis  Endo- Gastrite por
gallisepticum  Orthoreovirus (sp.) Infecciosa ~ hominis  parasitos megabactéria
chultgra 2592 37 14,8 7.4 3,7 7.4 3,7 0
Industrial
Avicultura
Familiar 38 38,5 ND 26,9 154 11,5 23 7,5

ND: néo diagnosticado

Foi observado neste trabalho e por outros
autores (Oluwayelu e Todd, 2008; Barrios
et al., 2009) que o CAV ndo é um virus
exclusivo da avicultura industrial e se
encontra  favorecido pelas precérias
condi¢bes de manejo geral e sanitario da
avicultura familiar. Nessa modalidade de
avicultura, os desafios séo ainda maiores,
com conceitos de biosseguridade,
isolamento e nutricdo ndo considerados ou
tratados de forma rudimentar. Isso
explicaria a presenca de aves positivas e a
alta frequéncia de co-infec¢bes por outros
agentes. Segundo Barrios et al. (2009) e
Oluwayelu et al. (2010), CAV pode passar
da avicultura comercial para a avicultura de
subsisténcia ou vice-versa, significando que
as galinhas de subsisténcia contribuiriam

para a disseminacao e persisténcia do virus,
além de serem hospedeiras ideais para
variabilidade genética.

Andlise Filogenética

Neste trabalho foi sequenciado parte do
DNA de CAV diretamente de amostras
clinicas (Quadro 2) sem isolamento ou
passagem por cultivo celular para evitar
potenciais mudancas genéticas in vitro
durante a adaptacdo em cultivos celulares
ou inoculacdo em aves suscetiveis (SPF de
um dia de vida) (Van Santen et al., 2001;
Simionato et al., 2006).
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Quadro 2. Histérico clinico-patoldgico dos plantéis dos quais estirpes de CAV foram
sequenciadas em Minas Gerais.

Identificagéo Idade | Tecido Historico clinico-patoldgico Local Data
sequéncia (dias)
Frangos de corte
CAVAI15/2006 15 Timo Lesdes sugestivas de micotoxinas, Zona da Mata, 2006
atrofia de drgaos linfoides, refugagem. MG
CAVAI263/2006 15 Bolsa | Refugagem e desuniformidade, atrofia Zona da Mata, 2006
cloacal de 6rgdos linféides. MG
CAVAI240/2008 25 Timo Atrofia de drgdos linfdides, aumento Zona da Mata, 2008
na mortalidade; PCR positiva para MG
doenca infecciosa bursal.
CAVAI206/2008 42 Baco Celulite, Imunodepressdo, PCR Sudoeste de MG 2008
positiva para doenca infecciosa bursal.
CAVAI140/2008 42 Baco Sadio Sudoeste de MG 2008
CAVAI1013/2010 42 Timo Sadio Regido 2010
Metropolitana de
Belo Horizonte
CAVAI632/2009 33 Baco PCR positiva para Orthoreovirus, Regido 2009
claudicacéo, refugagem. Metropolitana de
Belo Horizonte
CAVAI976A1/2010 43 Bolsa Sadio Regido 2010
Cloacal Metropolitana de
BH
CAVAI1221/2010 42 Timo Diarréia, Blastocystis hominis. Oeste de Minas 2010
Frangas de Postura
CAVAI1136/2006 12 Timo Atrofia de drgéos linféides, medula Zona da Mata 2006
semanas 6ssea palida.
Avicultura Familiar
CAVAF346/2005 >24 Timo Coccidiose Belo Horizonte 2005
semanas
CAV584/2009 35 Timo Coccidiose, baco, figado e medula Congonhas 2009
6ssea palidos. Atrofia de 6rgdos
linf6ides, Blastocystis hominis.
CAVAF585/2009 35 Baco Coccidiose, baco, figado e medula Congonhas 2009
Ossea palidos. Atrofia de drgédos
linféides, Blastocystis hominis.
CAVAF841/2010 >20 Timo Verminose, mortalidade, Tetrameres Sabaré 2010
semanas sp. no proventriculo.
CAVAF1086/2010 >20 Timo Desnutricdo; aerossaculite caseosa; S&o Vicente de 2010
semanas gastrite por Macrorhabdus Minas
ornithogaster
CAVAF740/2009 12 Timo Verminoses, atrofia de 6rgéos Belo Horizonte 2009
semanas linféides, aerossaculite, infeccdo por
Heterakis gallinarum (cecos).
CAVAF1029/2010 >20 Timo LesGes sugestivas de Coriza, Betim 2010
semanas ectoparasitos, PCR positiva para

Mycoplasma gallisepticum.
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A co-infeccdo por mais de um CAV foi
evidenciado neste estudo, demonstrado pela
observacdo de diferencas genéticas em
virus detectados no bago e timo de uma
mesma ave, origindria da avicultura
familiar. Os CAVs em co-infeccdo foram
agrupados em grupos genémicos diferentes
na analise de nucleotideos, denominadas
CAVAF584/2009 e CAVAF585/2009, com
similaridade de 97% (Tabela 2). Simionatto
et al. (2006) também encontraram mais de
uma sequéncia para 0 mesmo produto
amplificado de CAV sugerindo diversidade

de estirpes de CAV co-infectando a mesma
ave. Oluwayelu et al. (2008) sugerem que
tanto as galinhas da avicultura familiar
como da avicultura comercial podem sofrer
co-infeccdo com mais de uma estirpe do
CAV. Ducatez et al. (2006) relataram a
presenca de infeccdo mista por CAV.
Segundo Van Santen (2001) a presenga de
mais de uma estirpe de CAV na mesma
galinha ou lote pode propiciar fenémenos
de recombinacédo genética. He et al. (2007),
por sua vez, demonstraram a existéncia de
estirpes de CAV recombinantes.
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Tabela 2. Identidade (em %) entre 423 aminoacidos deduzidos da VVP1 das estirpes mineiras de
CAV e de outras partes do mundo*.

CAV [ cAv [ cAv [ cav [ cav [ cav [ cav [ cav [ cav [ cav [ cav | cav | cav | cav | cav | cav | cav
1221/ | 346/ | 740/ | 976/ | 584/ | 140/ | 841/ | 206/ | 263 | 1136/ | 632/ | 1013/ | 585/ | 1086/ | 15/ | 1029/ | 240/
2010 | 2005 | 2009 | 2010 | 2009 | 2008 | 2010 | 2008 | /2006 | 2006 | 2009 | 2010 | 2009 | 2010 | 2006 | 2010 | 2008
Cuxhaven-1 | 97,8 | 976 | 976 | 978 | 978 | 976 | 981 | 976 | 973 | 983 | 973 | 978 | 976 | 971 | 978 | 978 | 976
26P4 986 | 978 | 978 | 986 | 981 | 983 | 988 | 981 | 978 | 983 | 978 | 981 | 981 | 976 | 983 | 983 | 981
CIA-1 990 | 990 | 990 | 986 | 993 | 988 | 993 | 990 | 971 | 998 | 978 | 993 | 990 | 986 | 976 | 995 | 995
ArgA001028 | 995 | 983 | 983 | 990 | 986 | 998 | 99,8 | 990 | 973 | 988 | 981 | 986 | 986 | 986 | 978 | 990 | 995
BD-3 986 | 995 | 995 | 988 | 998 | 988 | 988 | 990 | 973 | 99,8 | 976 | 998 | 990 | 990 | 978 | 993 | 990
Co'bgg/’gg' 990 | 990 | 990 | 988 | 993 | 988 | 993 | 993 | 971 | 995 | 976 | 993 | 993 | 988 | 97,6 | 1000 | 995
704 988 | 990 | 990 | 988 | 993 | 990 | 990 | 998 | 971 | 995 | 973 | 993 | 993 | 993 | 976 | 995 | 998
SMSC-1 983 | 986 | 986 | 983 | 988 | 986 | 986 | 993 | 966 | 990 | 969 | 988 | 988 | 988 | 971 | 990 | 99,3
3711 983 | 983 | 983 | 986 | 986 | 983 | 986 | 978 | 986 | 983 | 986 | 986 | 983 | 976 | 990 | 981 | 97.8
Lal”l'fé';'/'l‘f’ 988 | 981 | 981 | 988 | 983 | 986 | 990 | 983 | 981 | 986 | 981 | 983 | 983 | 97,8 | 986 | 986 | 983
India 97,8 | 976 | 976 | 978 | 978 | 97,6 | 981 | 976 | 973 | 983 | 973 | 978 | 976 | 971 | 978 | 978 | 976
CAV-B 986 | 995 | 995 | 988 | 998 | 988 | 988 | 990 | 973 | 99,8 | 976 | 998 | 990 | 99,0 | 978 | 993 | 99,0
98D06073 | 98,8 | 99,0 | 990 | 986 | 993 | 986 | 990 | 990 | 971 | 998 | 976 | 993 | 990 | 986 | 976 | 998 | 993
Karnataka | 97,8 | 97,8 | 97,8 | 986 | 981 | 97,8 | 981 | 973 | 990 | 97,8 | 990 | 981 | 978 | 97,1 | 995 | 976 | 97.3
SH16 981 | 981 | 981 | 983 | 983 | 981 | 983 | 976 | 988 | 981 | 988 | 983 | 981 | 973 | 993 | 978 | 976
ANAND | 990 | 993 | 993 | 990 | 995 | 988 | 993 | 995 | 974 | 998 | 976 | 995 | 995 | 990 | 97,8 | 998 | 995
Del-Ros 983 | 983 | 983 | 986 | 986 | 983 | 986 | 978 | 986 | 983 | 986 | 986 | 983 | 976 | 990 | 981 | 978
Pallister 981 | 981 | 981 | 983 | 983 | 981 | 983 | 976 | 983 | 981 | 983 | 983 | 981 | 973 | 988 | 978 | 976
G-6 988 | 990 | 990 | 988 | 993 | 990 | 990 | 998 | 971 | 995 | 973 | 993 | 993 | 993 | 976 | 995 | 998
CHOKOY | 988 | 99,0 | 990 | 986 | 993 | 986 | 990 | 99,0 | 971 | 998 | 976 | 993 | 990 | 986 | 976 | 998 | 993
*Em negrito identidade de >99,8.
Tabela 3. Identidade (em %) de nucleotideos (1271) e aminoacidos (423aa) deduzidos da VP1
entre as sequéncias obtidas de Minas Gerais.
Aminoécidos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 [ 10 [ 11| 12 | 13| 14|15 16| 17
1 | CAVAI1221/2010 98,3 | 986 | 99,0 | 986 | 993 | 998 | 990 | 974 | 988 | 981 | 986 | 986 | 981 | 97,8 | 99,0 | 99,0
2 | CAVAF346/2005 | 974 99,5 | 98,6 | 99,8 | 986 | 986 | 988 | 973 | 993 | 976 | 998 | 988 | 988 | 97,8 | 99,0 | 988
3 | cAvAF740/2009 | 974 | 99,0 98,6 | 99,8 | 986 | 986 | 990 | 973 | 993 | 976 | 998 | 988 | 988 | 97,8 | 99,0 | 988
4 | cavaler6i2010 | 97,0 | 965 | 96,2 988 | 990 | 993 | 986 | 981 | 988 | 983 | 988 | 986 | 983 | 986 | 988 | 986
5 | CAVAF584/2009 | 974 | 994 | 991 | 96,6 98,8 | 988 | 99,0 | 97,6 | 99,5 | 97,8 | 1000 | 99,0 | 99,0 | 981 | 993 | 99,0
6 | CAVAI140/2008 | 994 | 97,5 | 974 | 969 | 97,6 995 | 988 | 97,3 | 986 | 981 | 988 | 983 | 988 | 97,8 | 988 | 99:3
> | 7 | CAvAFe412010 | 99,6 | 97,4 | 974 | 97,1 | 97,5 | 99,6 98,8 | 97,6 | 99,0 | 983 | 988 | 988 | 983 | 981 | 99,3 | 99,3
& | 8 | CAVAI2062008 | 986 | 981 | 97.9 | 96,8 | 98,2 | 986 | 98,6 96,9 | 99,3 | 97,0 | 99,0 | 99,0 | 99,0 | 97,3 | 99,3 | 99,5
S [ 9 | CAVAI2632006 | 950 | 950 | 949 | 97,6 | 951 | 949 | 951 | 94,9 97,4 | 990 | 976 | 969 | 968 | 995 | 97,1 | 96,9
8 [10 | CAVAI1362006 | 96,9 | 964 | 96.3 | 98.0 | 96,5 | 96,7 | 960 | 97,0 | 96,7 97,6 | 995 | 993 | 988 | 97,8 | 995 | 99,3
11 | CAVAI632/2009 | 954 | 954 | 951 | 98,0 | 954 | 953 | 955 | 94,9 | 99,0 | 97,1 97,8 | 97,1 | 968 | 995 | 97,6 | 97,6
12 | CAVAI1013/2010 | 97,9 | 97,9 | 97,9 | 966 | 982 | 97,8 | 97,8 | 984 | 953 | 97,0 | 952 99,0 | 99,0 | 981 | 99,3 | 99,0
13 | CAVAF585/2009 | 96,0 | 96,8 | 96,7 | 97,8 | 97,0 | 958 | 96,0 | 964 | 97,2 | 984 | 97,4 | 966 98,6 | 97,4 | 99,3 | 99,0
14 | CAVAF1086/2010 | 98,0 | 980 | 97,6 | 964 | 98,1 | 983 | 98,1 | 99,0 | 944 | 96,8 | 947 | 97,9 | 96, 97,1 | 988 | 99,0
15 | CAVAF15/2006 | 950 | 949 | 949 | 976 | 953 | 949 | 951 | 949 | 994 | 967 | 988 | 953 | 97,2 | 944 97,6 | 97,3
16 | CAVAF1029/2010 | 97,9 | 98,6 | 982 | 96,9 | 989 | 97,9 | 980 | 986 | 951 | 969 | 955 | 983 | 969 | 98,4 | 953 99,5
17 | CAVAI240/2008 | 984 | 97,7 | 972 | 974 | 979 | 987 | 986 | 985 | 954 | 974 | 959 | 97,8 | 96,8 | 982 | 956 | 984

Em negrito identidade de >99,3.
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A andlise filogenética dos nucleotideos e
aminoacidos das amostras deste estudo
evidencia a formacdo de dois grupos
genéticos (Figura 2), ndo ocorrendo
separacdo dos CAVs detectados na
avicultura industrial e familiar. As
sequéncias obtidas neste estudo e as estirpes
vacinais usadas na producdo de vacinas

46

contra CAV no Brasil foram relacionadas
filogeneticamente na Figura 3. Observou-se
a formacdo de dois grupos genéticos, o
primeiro s6 com estirpes do presente estudo
e 0 segundo com outras sequéncias oriundas
da avicultura industrial e as estirpes
vacinais disponiveis no GenBank.

511—— CAVAI1221/2010
99 CAVAF841/2010

—— CAVAI140/2008
CAVAI240/2008

CAVAI206/2008
100 87 l—— CAVAF1086/2010

CAVAI1013/2010

78

CAVAF1029/2010
—— CAVAF584/2009

65

CAVAI1136/2006
CAVAF585/2009
— —— CAVAI976/2010

41 CAVAF740/2009

CAVAIB32/2009

0.005

wl CAVAI15/2006
58 CAVAI263/2006

Figura 2. Arvore Filogenética reconstruida no programa MEGA 5.0 pelo método neighbor-
joining com as sequencias de nucleotideos (1271) geradas neste estudo para parte do segmento
codificante de VP1 de CAVs. Dados submetidos ao teste de confianga em topologia (Boostrap)
com 1000 reamostragens e o0 método de substituicdo de nucleotideos Kimura-2.
Legenda: CAVs obtidos da avicultura familiar (CAVAF) e industrial (CAVAI).
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CAVAF346/2005
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L CAVAF740/2009

- CAVAF1029/2010
CAVAI1013/2010

CAVAI206/2008
100 87 CAVAF1086/2010 > I
L CAVAI240/2008
CAVAI140/2008
4'_} CAVAI1221/2010
CAVAF841/2010
CAVAI976/2010 J
CAVAI1136/2006 \

——— CAVAF585/2009

D10068.1 26P4 The Netherland 1991 %
7 M55918.1 Cuxhaven-1 Germany 1991 %
———————— AF313470.1 Del-Ros USA 2000 % > 1I
CAVAI632/2009

CAVAI 15/2006
38 CAVAI263/2006

0.005

Figura 3. Arvore Filogenética reconstruida no programa MEGA 5.0 pelo método neighbor-
joining com as sequencias geradas neste estudo (1.271 nucleotideos) e as sequencias das estirpes
vacinais do GenBank™* de parte do segmento codificante da VP1 de CAVs. Dados submetidos
ao teste de confianca em topologia (Boostrap) com 1000 reamostragens e o método de
substituicdo de nucleotideos Kimura-2. Legenda: CAVs obtidos da avicultura familiar
(CAVAF) e industrial (CAVAI). As sequencias CAVAF584 e CAVAF585 foram obtidas da
mesma ave. Estirpes vacinais*.

com Boostrap >70 (Figura 4). He et al.
(2007) reportaram que as estirpes de CAV
podem ser agrupadas em trés genotipos

Analise da sequencia nucleotidica

A andlise da sequencias nucleotidicas de
1271 bp da posicdo 853 a 2123 enumeradas
de acordo com a sequéncia da estirpe
Cuxhaven-1 (M55918.1 GenBank)
compreendendo a regido hipervariavel da
proteina VP1 revelou uma distancia
genética entre os fragmentos amplificados
de 6,6% a 0,4% das sequencias mineiras.

Na andlise filogenética dos 1271
nucleotideos das sequéncias mineiras e as
estirpes do GenBank se obteve um
dendrograma com trés grupos gendmicos

diferentes, identificados como A, B e C.
Seguindo o0 padrdo de agrupamento
proposto por esses autores, a maioria das
amostras do presente estudo, num total de
11, foi classificada como sendo do gendtipo
B, junto com as amostras G-6 (Japéo) e 704
(Australia) e a estirpe 98D06073 (Alabama,
EUA). As outras seis sequencias foram
agrupadas no genétipo A, junto com as
estirpes Cuxhaven-1 (Alemanha), 26P4
(Holanda), Del Ros (EUA) e SH16 (China)
(Figura 4).
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CAVAI1221/2010
g9 | L— CAVAF841/2010
CAVAI140/2008
EU871780.1 ArgA001028 2007
CAVAI240/2008
CAVAI206/2008
CAVAF1086/2010
U65414.1 704 Australia 1996
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JF712621.1 India 2009
D10068.1 26P4 The Netherland 1991
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Figura 4. Arvore filogenética reconstruida no programa MEGA 5.0 pelo método
neighbor-joining com as sequencias do GenBank, alem das geradas neste estudo (1.271
nucleotideos) para parte do segmento codificante de VP1 de CAVS. Dados submetidos ao teste
de confianca em topologia (Boostrap) com 1000 reamostragens. Método de substituicdo de
nucleotideos Kimura2. Legenda: Sequéncias obtidas da avicultura familiar (CAVAF) e
industrial (CAVAI).
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Tabela 4. Similaridade (em %) entre 1271 nucleotideos das sequéncias obtidas neste estudo de
CAV e de outras partes do mundo (GenBank).

CAV | CAV | CAV | CAV | CAV | CAV | CAV | CAV | CAV | CAV | CAV | CAV | CAV | CAV | CAV | CAV | CAV

1221/ | 346/ 740/ 976/ 584/ 140/ 841/ 206/ 263 1136/ | 632/ | 1013/ | 585/ | 1086/ 15/ 1029/ | 240/

2010 | 2005 | 2009 | 2010 | 2009 | 2008 | 2010 | 2008 | /2006 | 2006 | 2009 | 2010 | 2009 | 2010 | 2006 | 2010 | 2008

Cuxhaven-1 94,9 95,4 95,4 95,0 97,1 95,7 94,9 95,0 97,7 97,0 97,7 95,3 97,4 95,0 97,7 95,4 95,4
26P4 95,0 95,2 95,2 95,1 97,2 95,6 94,8 94,8 97,8 97,3 97,8 95,0 97,8 94,6 97,8 95,6 95,8
CIA-1 95,2 95,6 95,7 95,3 97,2 95,9 95,0 95,2 97,2 97,5 97,5 95,5 97,9 95,2 97,2 95,8 96,1
ArgA001028 | 99,4 97,3 97,2 99,4 96,9 97,4 99,5 98,6 94,8 96,6 95,2 97,7 95,7 98,2 94,8 97,9 98,6
BD-3 94,9 95,8 95,9 95,0 97,1 96,0 94,9 95,2 97,3 97,7 97,3 95,5 98,2 95,4 97,3 95,8 95,9
Col_bg:)(//gg- 97,4 98,2 98,2 97,6 96,6 98,3 97,4 98,4 95,0 96,6 95,3 98,1 96,8 97,9 95,0 98,5 97,8
704 98,2 98,3 98,2 98,3 96,7 98,6 98,4 99,3 94,9 96,9 95,2 98,6 96,6 98,8 94,9 98,9 98,6
SMSC-1 97,8 97,9 97,8 97,9 96,3 98,2 98,0 98,9 94,3 96,5 94,6 98,2 96,2 98,4 94,5 98,5 98,2
3711 94,0 94,4 94,0 93,8 94,8 94,4 93,6 94,2 94,2 93,9 94,3 94,2 94,5 94,1 94,2 94,4 93,7
Laﬂ%‘;’,’;‘f/ 95,3 95,5 95,5 95,4 97,5 95,9 95,2 95,2 98,2 97,6 98,1 95,4 98,1 94,9 98,2 95,9 96,1
India 94,9 95,4 95,4 95,0 97,1 95,7 94,9 95,0 97,7 97,0 97,7 95,3 97,4 95,0 97,7 95,4 95,4
CAV-B 95,3 96,2 96,2 95,4 97,5 96,4 95,3 95,6 97,7 98,1 97,8 95,9 98,4 95,7 97,7 96,2 96,3
98D06073 97,3 98,2 98,2 97,3 96,2 98,3 97,3 98,2 94,8 96,3 95,0 98,0 96,3 97,8 94,8 98,4 97,4
Karnataka 94,6 94,8 94,8 94,7 97,1 95,0 94,4 94,2 98,1 96,4 98,2 94,8 97,2 94,5 98,1 95,0 95,0
SH16 95,2 95,2 95,2 95,3 97,2 95,4 95,0 94,8 98,3 96,8 98,4 95,2 97,6 94,8 98,3 95,4 95,4
ANAND 97,7 98,6 98,6 97,9 96,9 98,6 97,7 98,4 95,4 96,9 95,6 98,4 97,2 97,9 95,4 98,8 98,0
Del-Ros 95,1 95,3 95,4 95,2 97,4 95,5 94,9 94,9 98,1 97,2 98,2 95,3 98,2 94,9 98,1 95,5 95,7
Pallister 94,0 94,4 94,0 93,8 94,6 94,4 93,6 94,2 94,2 93,9 94,3 94,2 94,5 94,1 94,2 94,4 93,9
G-6 98,2 98,2 98,1 98,2 96,6 98,5 98,3 99,2 94,8 96,9 95,0 98,6 96,6 98,7 94,8 98,8 98,5
f;éCD/K;gfé 95,5 96,4 96,0 95,6 97,3 96,4 95,4 96,3 97,0 98,5 97,1 96,4 98,1 95,9 96,9 96,5 96,3

Da mesma maneira, Craig et al.
(2009) analisaram filogeneticamente o
genoma completo da VP1 de 18 isolados
argentinos e, comparando com outras
estirpes do GenBank, de forma similar aos
genotipos classificados por He et al. (2007),
observaram que as sequéncias também
formaram 3 grupos genéticos. Os mesmo
autores consideraram que todos os isolados
argentinos se agruparam no genotipo B.

Na analise filogenética dos 423
aminoécidos deduzidos sequenciados da
VP1 das 17 amostras deste estudo em
comparagdo com as 20 estirpes do GenBank
(Quadro 3), observou-se a formacao de trés
clusters (Figura 5). As amostras deste
estudo ficaram distribuidas em dois (I e I11)
dos trés grupos gendmicos e nenhuma ficou
No mesmo grupo que as estirpes de CAV
Cuxhaven-1 (vacina AviPro® Thymovac,

Lohmann Salde Animal) e 26P4 (vacina
Nobilis CAV P4, Intervet International,
Holanda) usadas na producéo de vacinas no
Brasil.
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Quadro 3. Relagéo das estirpes de CAV de referéncia.

No. de acesso no 1solado ou estirpe Sequéncia disponivel no Pais Ano
GenBank P Genbank Isolamento
D10068.1 26P4 Genoma completo Holanda 1991
M55918.1 Cuxhaven-1 Genoma completo Alemanha 1991
S$71488.1 Pallister Gene VP1 Australia 1994

L14767 CIA-1 Genoma completo EUA 1996
U65414.1 704 Genoma completo Austrélia 1996
AF313470 Del-Ros Genoma completo Del'zal‘jVAare' 2000

AF311900.3 98D06073 Genoma completo Alabama EUA 2001
AF395114.1 BD-3 Genoma completo Bangladesh 2002
AF285882.1 SMSC-1 Genoma completo Malasia 2003
AJ888529.1 CAV/Lanlate.NIE/11.02/12 Gene VP1 Nigéria 2005
DQ141671.1 SH16 Genoma completo China 2005
AY583756.1 CAV-B/Chicken/India VP1, VP2, VP3 genoma parcial india 2006
EU871780.1 ArgA001028 Gene VP1 Argentina 2007
EF683159.1 3711 Genoma completo Australia 2007
EF552227.1 Karnataka Gene VP1 india 2007
AM407864.1 CH_CKJ/04-01/GD/98 Gene VP1 China 2008
AM407879.1 CH_CK/04-12/GD/7616 Gene VP1 China 2008
EU424059.1 ANAND Genoma completo india 2008
JF712621.1 india Gene VP1 india 2009
AB119448.1 Gifu-6 Genoma completo Japéo 2009

*Disponiveis no GenBank usadas nas arvores filogenéticas, respectivos nimeros de acesso,

sequéncia disponivel no GenBank, pais e 0 ano.

No primeiro grupo gendmico obtido na
analise filogenética (Figura 5) observa-se
agrupamento da maioria das amostras deste
estudo, com as estirpes do Sul da China de
aves de mercados de aves vivas (Ducatez et
al., 2008). Também se agrupam com
estirpes dos Estados Unidos, India,
Austréalia, Malasia e Japdo. No terceiro
grupo trés sequéncias mineiras provenientes
da avicultura industrial (frangos de corte)
estdo agrupadas com as estirpes de

Karnataka (india), SH16 (China), 3711 e a
estirpe Pallister, ambas da Australia, além
da estirpe Del-Ros (EUA) a qual também
estd sendo atualmente usado no Brasil para
a producdo de vacinas contra CAV
(Circomune®, Ceva). As sequéncias
CAVAI632/20009, CAVAI263/2006,
CAVAI15/2006 tém em comum o fato de
serem provenientes de regides proximas em
Minas  Gerais, com quadros de
desuniformidade e desempenho ruim.

64



CAVAF346/2005
CAVAF584/2009
CAVAI1013/2010
CAVAF740/2009
AF395114 .1 Bangladesh BD-3 2002
—| AY583756.1 CAV-B/Chicken/India 2006
CAVAI1136/2006

L14767.1 CIA-1 1996

AF311900.3 98D06073 USA/Alabama 2001

AM407879.1 CH CK/04-12/GD/7616 China 2008
AM407864.1 CH CK/04-01/GD/98 China 2008

CAVAF585/2009
; CAVAF1029/2010
EU424059.1 ANAND India 2008

CAVAI240/2008
4[ CAVAF1086/2010

63

CAVAI206/2008
AB119448.1 G-6 Japan 2009
U65414.1 704 Australia 1996

L AF285882.1 SMSC-1 Malaysia 2003
&7 CAVAI1221/2010
[ CAVAF841/2010
CAVAI140/2008
I: EU871780.1 ArgA001028 2007
CAVAI976/2010

g9g | M55918.1 Cuxhaven-1 Germany 1991
73 1UF712621 1 India 2009

D10068.1 26P4 The Netherland 1991
_W'KSSZEH CAV/Lanlate NIE/11.02/12 2005
L AF313470.1 Del-Ros USA 2000
457*— S71488.1 Pallister Australia 1994
EF683159.1 3711/chicken/Australia 2007

= —{— EF552227 1 Karnataka India 2007
DQ141671.1 SH16 China 2005

CAVAI632/2009
45.;'7_’— CAVAI263/2006
81 | CAVAI15/2006

0.002

Figura 5. Arvore filogenética reconstruida no programa MEGA 5.0 pelo método neighbor-
joining com as sequéncias geradas neste estudo (423aa) de parte de VP1 de CAV da avicultura
familiar e industrial de Minas Gerais e as obtidas do GenBank. Dados submetidos ao teste de
confianga em topologia (Boostrap) com 1000 reamostragens e o método de substituicdo de
aminodacidos do JTT. Legenda: Sequéncias obtidas da avicultura familiar (CAVAF) e industrial
(CAVAI); sequéncias do GenBank (humero de acesso, nome sequéncia, pais, ano publicaco).
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A média da distncia genética das 17
sequéncias deste estudo é de 3% para
nucleotideos e de 1,4% para aminoacidos,
calculado com o modelo neighbor-joining
para nucleotideo, com o0 método Kimura-2,
e com o método JTT para aminoacidos.
Resultados aproximados foram calculados
por Ducatez et al. (2008) gque encontraram
uma distancia genética média de 2,5% para
nucleotideos e 1,4% para aminoécidos, em
112 sequéncias de varias parte do mundo.
Entre 9 estirpes dos Estados Unidos os
mesmos autores calcularam uma distancia
genética média de 2,9% para nucleotideos e
1,7% para aminoacidos

Van Santen et al. (2001), consideraram a
posicdo 22 como importante  na
determinagdo das diferentes estirpes de
CAV. Neste estudo, observou-se que nha
maioria das sequéncias de avicultura de

subsisténcia, o residuo Histidina (H) na
posicdo 22. Nas estirpes da avicultura
industrial observou-se Histidina (H) ou
Asparagina (N) nesta mesma posicéo
(Quadro 4). Estes dois aminoacidos sao
observados nesta posicdo em diferentes
amostras de CAV e nas sequencias
disponibilizadas no GenBank. A sequéncia
de CAV1029/2010 foi a unica deste estudo
a apresentar o residuo Glutamina (Q) nesta
posicdo. Esta amostra foi obtida de uma
galinha da avicultura familiar e essa mesma
substituicdo foi observada nas estirpes
98D06073_USA (Alabama) e CH_CK/04-
01/GD/98 (China).
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Quadro 4. Substituicdes de aminoécidos na proteina VP1 do CAV, verificadas nas sequencias
de Minas Gerais e as obtidas do GenBank, utilizando como consenso estirpe Cuxhaven-1

(423aa).
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D: Acido Aspartico; E: Acido Glutamico; A:

Alanina; R: Arginina; N: Asparagina;

F.

Fenilalanina; G:Glicina; Q: Glutamina; H: Histidina; I: Isoleucina; L: Leucina; K: Lisina; M:
W: Triptofano;

Metionina;
Valina.

P: Prolina;

S: Serina;

Y: Tirosina;

T: Treonina;

V:
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Estudos prévios reportaram uma regido
hipervaridvel na proteina VP1 entre os
aminoacidos 139 e 151, com maior grau de
variabilidade (Renshaw et al., 1996; Van
Santen et al., 2001). Estes autores
observaram que a presenca de Glutamina
nas posicdes 139 e 144 esta relacionada
com baixa replicacdo do virus em cultivo
celular, em comparacdo com a estirpe Cux-
1. Van Santen et al. (2001), em estudo
realizado em frangos de corte, propuseram
que os aminoacidos das posi¢Oes 139 e 144
estdo relacionados, de forma que todas as
vezes em que na posicdo 139 aparece Q
(Glutamina), o mesmo aminoacido Q
aparece na posicdo 144. Da mesma
maneira, quando na posicdo 139 é
encontrado o aminoéacido K (Lisina), o
aminoécido E (Acido glutdmico) estara na
posicdo 144. Resultados semelhantes foram
verificados por Simionatto et al. (2006). No
presente estudo observaram-se também as
duas substituicdes nestas posigcdes, nas
sequéncias que corresponderam as aves de
subsisténcia, observou-se na posicdo 139 e
144 Glutamina (Q) na maioria das
amostras, exceto na amostra
CAVAF841/2010, indicando possivelmente
gue estes CAVs teriam baixo crescimento
em cultivos celulares. Nas amostras da
avicultura industrial foi observado, na
posicdo 139, o residuo K ou Q, engquanto na
posicdo 144 observou-se, respectivamente,
E ou Q, concordando com a relagéo descrita
por Van Santen et al. (2001).

Islam et al. (2002) identificaram residuo de
aminoécidos na posicao 75I/T, 97L, 139Q,
144Q. Os autores concluiram que estas
posicBes podem ser usadas para agrupar
CAV em diferentes clusters. No presente
trabalho, ndo foi possivel observar essa
relacio na andlise filogenética dos
aminodcidos (Figura 5). Porém, nas aves de
subsisténcia, em seis amostras, do total de
sete, foram observados os residuos 22H,
751, 97L, 139Q, 144Q em comum, sendo

gue estas sequéncias estdo agrupadas no
mesmo cluster. Wang et al. (2009)
determinaram oito sitios ou aminoacidos 0s
quais sofrem sele¢do positivas na VP1 pelo
método Bayesiano empirico. Destes, quatro
(75, 125, 141 e 144) s&o responsaveis pela
atenuacdo do virus, e 0 aminoacido 287 tem
relacdo com a viruléncia de CAV, outras
posicdes que também sofrem selecdo
positiva sdo a 139, 370 e 470. Os autores
concluem que a selecdo positiva ocorre
sobre especificos aminoacidos do gene que
codifica a proteina VP1. Em nosso estudo o
maior numero de substituices foi
observado nos amino&cidos das posicoes
22,75, 97, 125, 139, 144, 287, 370, a regido
do aminodcido da posicdo 470 nao foi
sequenciada neste estudo.

Em trés estirpes de frangos de corte
pertencentes a0 mesmo grupo genético,
procedentes da Zona da Mata e regido
metropolitana de Belo Horizonte, foi
observada a substituicdo do aminoacido Y
(Tirosina) pelo aminoacido F (Fenilalanina)
na posicdo 98. Este mesmo residuo foi
descrito por Simionatto et al. (2006) como
sendo especifico de amostras brasileiras e
estes autores observaram no historico dos
animais, sinais de imunodepressdo (atrofia
de Orgaos linfoides), refugagem,
desuniformidade e desempenho ruim do
lote. N&o observou-se esta substituicdo em
outras estirpes de amostras disponiveis no
GenBank, confirmando-se sua presenca
apenas em estripes brasileiras. Todd et al.
(2002) sugerem que a atenuagdo do CAV
acontece quando ocorre a combinagdo da
substituicdo dos amino&cidos 75I, 125L,
141L, 144E e o 89A e depois de maltiplas
passagens em cultivos celulares. No
presente  estudo todas as  estirpes
apresentaram 0 residuo Treonina (T) na
posicao 89, Glutamina (Q) na posicéo 141 e
somente as obtidas de frangos de corte
apresentaram o aminoacido Leucina (L) na
posicdo 125. As sequéncias deste estudo
foram obtidas diretamente de tecidos das
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aves, por isso ndo é esperada a atenuacgdo
do virus. Estes resultados condizem com o0s
achados de Todd et al. (2002), quando
afirma que somente a substituicdo do
aminoacido Alanina por Treonina na
posicdo 89 ndo é suficiente para produzir a
atenuacdo do virus como ja havia sido
observado anteriormente por Scott et al.
(1999).

Todas as estirpes deste estudo mostraram o
residuo de Acido Glutdmico (E) na posigo
254, diferindo das estirpes usadas para
producdo de vacinas que mostram 0
aminoacido Glicina (G) nesta posi¢édo. Este
resultado sugere que as estirpes vacinais de
CAV em uso na atualidade parecem néo ter
tido papel importante na epidemiologia de
CAV em Minas Gerais, destacando que as
vacinas sdo usadas unicamente nas matrizes
comerciais e ndo em frangos de corte,
poedeiras e menos na avicultura familiar.

Na posicdo 290 observou-se a substituicdo
do residuo de Alanina (A) pelo aminoacido
Prolina (P) nas trés amostras provenientes
de producdo de frangos de corte
identificadas como  CAVAI140/2008;
CAVAI206/2008 e CAVAI240/2008, e em
uma sequéncia da avicultura familiar
CAVAF1086/2010. Essa mesma
substituicdo foi descrita em 18 amostras
argentinas, por Craig et al. (2009) de casos
clinicos de imunodepressédo, como também
nas estirpes da Malasia (SMSC-1) e na
Austrélia (704).

Na posicdo 370 observou-se a substituicdo
do residuo Serina (S) pela Glicina nas
sequéncias obtidas de frango de corte
(CAVAI632/2009; CAVAI15/2006;
CAVAI263/2006). Essa mesma
substituicdo foi detectada na estirpe Del-
Ros dos EUA, 3711 da Australia, SH16 da
China, e da India Karnataka.

Na posicdo 376 foi substituido o
aminoacido Leucina por Isoleucina, nas

amostras obtidas de frangos de corte
(CAVAI976/2010; CAVAI632/2009;
CAVAI15/2006 e CAVAI263/2006). Esta
substituicdo é sindnima e foi observada
também na estirpe da india (Karnataka).

Yamaguchi et al. (2001) definiram que o
aminoacido na posicdo 394 pode ser o
maior determinante da viruléncia de CAV.
Se ocorre Glutamina (Q) nesta posi¢do o
isolado é altamente patogénico.
Surpreendentemente, todas as estirpes
vacinais possuem Glutamina na posi¢éo
394. Por outro lado, se ocorre Histidina (H),
0 isolado é menos patogénico. Todas as
estirpes deste estudo tém Glutamina (Q)
nesta  posicdo, o0 que indicaria
possivelmente que todas as amostras de
Minas Gerais avaliadas sdo patogénicas.

Craig et al. (2009) caracterizaram
filogeneticamente 18 amostras argentinas
provenientes da avicultura industrial com
sinais de imunodepressdo e observaram que
as  estirpes  argentinas mostraram
distanciamento  genético das  estirpes
vacinais usadas na avicultura nas analises
filogenéticas.  Resultados  semelhantes
foram observados no presente estudo
(Figuras 4).

Eltahir et al. (2011) afirmaram que a analise
filogenética dos nucleotideos e dos
aminoacidos pode ndo corresponder devido
a presenca de mutacdes silenciosas. Tendo
maior similaridade entre os aminoacidos
dos isolados de CAV de varias partes do
mundo, resultados semelhantes foram
achados no presente estudo. Estes mesmos
autores, estudando amostras chinesas
provenientes de regibes distintas as
agruparam em quatro grupos gendmicos
com alto boostrap. No presente estudo as
sequéncias mineiras se distribuiram em dois
grupos distintos, com diversos subgrupos.

As sequéncias deste estudo mostraram
similaridade de nucleotideos de 93,6 a
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99,5%, quando comparadas com 20
sequéncias de diferentes parte do mundo
disponiveis no GenBank (Tabela 4). Estas
mesmas sequencias apresentaram
identidade de aminodcidos 96,6 a 100%
entre as amostras deste estudo e as
disponiveis no GenBank. A maior variagdo
nas amostras mineiras, quanto ao genoma
que codifica a VP1, observou-se nos
aminoacidos das posi¢des 22, 75, 97, 98,
125, 139, 144, 287, 290, 370 e 376 (Quadro
5). A Tabela 2 mostra os valores de
identidade  encontrados  quando  as
sequéncias deduzidas dos aminoacidos de
CAV (423aa) deste estudo foram
comparadas com as sequéncias do GenBank
e a Tabela 3 quando comparadas entre si.
As analises das sequéncias de aminoacidos
mostraram valores de identidade mais
elevados do que os valores encontrados
para nucleotideos, variando de 96,6 a 100%
para aminodacidos, indicando alto grau de
conservagao.

A sequéncia BD-3 (Bangladesh) que foi
obtida de um surto da doenga infecciosa
bursal com 50% de mortalidade em frangas
(Islam et al., 2002) e a sequéncia CAV-B
(india) (Natesan et al., 2006) mostraram
alta identidade 99,8% com sequéncias deste
estudo (CAVAF584/2009;
CAVAI1136/2006 e CAVAI1013/2010) o
gue poderia indicar uma origem comum. As
estirpes CAVAF584/2009 e
CAVAI1136/2006, no historico clinico,
apresentaram sinais de imunodepressdo, ja a
estirpe CAVAI1013/2010 foi obtida de aves
sem sinais aparentes de doenga.

As sequéncias CAVAI140/2008,
CAVAF841/2010 da avicultura industrial e
avicultura familiar respectivamente
mostraram similaridade de 99,8% (aa
deduzidos) com a estirpe argentina
ArgA0001028, isolada de frangos com
sinais clinicos da doenca (Craig et al.,
2009).

A estirpe CAVAF1029/2010 apresentou
identidade de aminoéacidos deduzidos de
100% com a sequéncia CH_CK/04-
01/GD/98 (China), a qual foi obtida de
galinhas de mercados de aves vivas.

A sequéncia G-6 (Japdo) mostrou alta
identidade de aminoacidos (99,8%) com o
CAVAI206/2008 e CAVAI240/2008,
ambas provenientes da avicultura industrial
e coletadas de surtos da doenca infecciosa
bursal.

Quando comparadas as estirpes usadas na
producdo de vacinas com as amostras deste
estudo, observou-se que a estirpe Del-Ros
apresentou maior identidade (99%) que as
estirpes  Cuxhaven-1 e 26P4. No
dendrograma baseado nos aminoacidos
(Figura 5), observou-se que a estirpe Del-
Ros estd no mesmo grupo genético que as
sequéncias CAVAI15/2006;
CAVAI263/2006 e CAVAI632/2009. As
estipes Cuxhaven-1 e 26P4 localizam-se no
grupo genético Il e ndo se agruparam com
nenhuma das amostras deste estudo (Figura
5).

Concluséao

o Os iniciadores desenhados neste
estudo podem ser Uteis para o0
diagnostico de CAV em amostras
clinicas ou subclinicas com alta
especificidade e sensibilidade.

o O CAV parece estar disseminado na
avicultura industrial e familiar de
Minas Gerais.

o As  sequéncias  deste  estudo
mostraram alta identidade com
estirpes de vérios lugares do mundo e
se mostraram menos proximas
guando comparadas com as estirpes
vacinais usadas no Brasil. As analises
filogenética dos nucleotideos e
aminoacidos das sequéncias deste
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estudo, mostraram 0 agrupamento
destas em dois grupos genéticos
diferentes, dos trés gerados com as
sequéncias do GenBank.

o Neste estudo observou-se também o
aminoécido F na posicdo 98 em trés
amostras provenientes da avicultura
industrial, sendo que este aminoacido
parece ser especifico de estirpes
brasileiras, pois ndo foi encontrado
nas sequencias de outras partes do
mundo disponibilizadas no GenBank.
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CAPITULO V - CARACTERIZACAO MOLECULAR DO VIRUS DA ANEMIA
INFECCIOSA DAS GALINHAS CONTAMINANTE DE VACINAS COMERCIAIS
PRODUZIDAS NA DECADA DE 90

Resumo

O genoma do virus da Anemia Infecciosa das Galinhas (CAV) foi detectado em estudo anterior
por nested-PCR como contaminante em sete vacinas comerciais produzidas na década de 90 em
ovos embrionados e cultivos celulares de fibroblastos de embrides de galinhas SPF. Com o
objetivo de caracterizar filogeneticamente o genoma do CAV e comparar com isolados
brasileiros e de outras partes do mundo, foram sequenciadas trés das sete amostras positivas,
gerando uma sequéncia de aproximadamente 675pb do gene que codifica a regido hipervariavel
da proteina VP1 do CAV. O genoma de CAV detectado nas vacinas contaminadas mostrou alta
similaridade (>98%) com as estirpes brasileira BR91/99 e argentina ArgA001028 (>99%). A
comparagdo com as estirpes vacinais disponiveis no Brasil revelou similaridade de 97% com a
estirpe Cuxhaven-1 e de aproximadamente 98% de identidade com a estirpe CAV26P4. A
identidade entre as amostras posicionou as amostras deste estudo no mesmo grupo genético
(clusters) com a estirpe brasileira BR91/99 e argentina ArgA001028. Este resultado pode ser
indicador de que a contaminag&o de vacinas vivas pelo CAV, favoreceu a disseminagéo do virus
na avicultura industrial brasileira.

machos infectados. Brentano et al. (2005)
detectaram o genoma nas gbnadas de aves
com altos titulos de anticorpos e nos
embrides oriundos destas matrizes. A
transmissdo vertical do CAV em lotes

Introducéo

O virus da Anemia Infecciosa das
Galinhas (CAV), descrito pela primeira vez
por Yuasa et al. (1979) no Japdo, produz

uma doenga imunodepressora, que junto
com o virus da Doenga Infecciosa Bursal
(DIB), representam as principais causas de
imunodepressao de importancia econémica,
ocasionadas por virus na producdo avicola
industrial. O virus tem transmissdo vertical
e horizontal (Chettle et al., 1989), sendo a
transmissdo vertical de grande importancia
na disseminacdo e perpetuacdo do virus
(Hoop, 1993). Cardona et al. (2000)
detectou o genoma do CAV nos tecidos das
gbnadas de aves SPF. Schat e Schukken
(2010) comprovaram a presenca de
anticorpos contra CAV em duas linhagens
de galinhas SPF monitoradas durante oito
anos e alerta para a persisténcia do virus
latente  nestas aves. Hoop (1993)
comprovou que a infeccdo do embrido
também pode ser causada pelo sémen de

destinados a producdo de imunobioldgicos
pode ter garantido por muitos anos a
disseminagdo do mesmo via iatrogénica por
meio de vacinas contaminadas, na
avicultura industrial (Barrios et al., 2012).

Muitas vacinas utilizadas na industria
avicola sdo produzidas em  ovos
embrionados ou células derivadas destes,
embora sempre com a preocupacdo de
serem usados embrides livres de patdgenos
especificos (SPF). Entretanto, 0
conhecimento do virus da anemia
infecciosa das galinhas e a preocupacao por
produzir lotes de aves SPF livres do CAV
sdo relativamente recentes.

O virus da anemia infecciosa das galinhas
ndo é envelopado, tem simetria icosahédrica
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de aproximadamente 25nm de diametro, e
pertencente ao género Gyrovirus e familia
Circoviridae (ICTV, 2006). O genoma do
virus consiste de trés fragmentos abertos de
leitura (ORFs) ou proteinas virais, a VP1
que compde a capside viral, VP2 com
atividade fosfatase e a VP3 com atividade
apoptética em células infectadas. A proteina
VP3 do CAV, realizando apoptose, exerce
importante fungdo na patogenia do virus.
As proteinas VP1 e VP2 sdo os principais
alvos dos anticorpos  neutralizantes
(Noteborn et al., 1998). O gene da VP1 é o
mais variavel e, embora 0 genoma do CAV
seja altamente conservado, comparacgdes
entre sequéncias da proteina VP1 de
diferentes partes do mundo, descreveram a
presenca de uma regido hipervariavel
compreendida entre os aminoacidos 139 e
151. Renshaw et al. (1996) demonstraram
gue os aminoacidos na posicdo 139 e 144
ttm um papel vital na replicacdo e
disseminagdo do virus em cultivos
celulares.

Segundo Amer et al. (2011) a PCR é o
melhor método para detectar agentes
infecciosos e contaminantes em vacinas
comerciais, por ser um método altamente
sensivel, rapido e de facil execugdo.

O objetivo deste trabalho foi a detecgédo e
caracterizacdo do virus da anemia em
vacinas comerciais, por nested-PCR e

sequenciamento genético, para estabelecer
relages filogenéticas entre os genomas do
CAV contaminante das vacinas comerciais
e sequéncias de estirpes selecionadas do
CAV depositadas no GenBank, originarias
do Brasil e de outras partes do mundo.

Material e Métodos

Foram utilizadas 38 vacinas comerciais
vivas atenuadas de diversas especificidades,
e duas inativadas produzidas pelos
principais laboratorios produtores
(denominados A, B, C, D, F, G, H), para
avicultura industrial no Brasil (Quadro 1),
para a deteccdo do DNA de CAV. As
vacinas estavam liofilizadas, lacradas e
foram reconstituidas com 2mL agua milliQ
estéril para extragdo do DNA.

Extragdo e amplificagdo do DNA

O &cido nucleico das vacinas foi extraido
usando o método de silica com lodeto de
sodio (6M), seguindo o protocolo
previamente descrito por Boom et al.
(1990) com modificagBes. A quantidade e a
pureza do DNA foram determinadas por
densidade Optica em espectrofotdmetro
NanoVue® (GE, Healthcare, Reino Unido).
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Quadro 1. Vacinas aviarias comerciais de virus vivo ou inativado utilizadas no presente
estudo para deteccdo de parte do genoma do CAV (VP1).

No. Dat_a de~ Vacina (Enfermidade) Estirpe vacinal Laboratério
Fabricacéo
1 jan/91 Newcastle (NC) La sota B1 A
2 set/91 Bouba Poxvirus de Galinha, amostra forte A
3 dez/91 Bronquite Massachusetts H-52 B
4 mar/92 Newcastle La Sota B1 A
5 mai/92 Newcastle La Sota B1 A
6 dez/92 Bronquite Massachusetts H-52 C
7 jan/94 Encefalomielite Calnek 1010 A
8 jan/95 Bronquite Massachusetts H-52 D
9 jan/95 Bouba Poxvirus de Galinha, amostra forte A
10 | fev/96 Marek HVT-FC 126 C
11 | jul/96 Marek HVT-FC 126 B
12 | set/97 Bronquites Massachussetts H-120 C
13 | jan/98 Newcastle La Sota B1 C
14 | set/98 Bronquite Massachussetts H-90 C
15 | nov/98 Doenca infecciosa bursal S-706 C
16 | dez/98 Doenca infecciosa bursal Estirpe Lukert (intermediaria) C
17 | dez/98 Bronquite Massachussetts H-120 C
18 | set/01 Bronquite Massachussetts H-90 E
19 | Set/01 Bronquite Massachussetts MAS C
20 | fev/02 Bronquite Massachussetts H-120 F
21 | abr/04 Doenca infecciosa bursal Lukert (amostra intermediaria) C
22 | mai/04 *EDS-76 Inativada B
23 | jun/04 Newcastle La Sota B1 B
24 | jul/o4 Doenca infecciosa bursal | Amostra intermediéria GBV-8 B
25 | jul/od Newcastle La Sota B
26 | ago/04 Bronquite Massachussetts H-120 B
27 | nov/04 Newcastle La Sota B1 F
28 | mar/05 Bronquite Cepa Massachussetts H-120 F
29 | mai/05 Encefalomielite Calnek 1010 B
30 | mai/05 Bronquite Cepa Massachussetts H-120 F
31 | jun/05 Newcastle La Sota B1 G
32 | ago/05 Newcastle La Sota B1 F
33 | ago/05 Bouba e Encefalomielite PO?(V”US de galinha, amostra forte e a H
estirpe Calnek 67
34 | set/05 *BIG, NC, EDS-7, Coriza | Cepa 22L e H18 F
35 | jan/06 Encefalomielite Calnek 1010 H
36 | mar/06 Encefalomielite Calnek 1010 H
37 | mai/06 Bronquite Cepa Massachussetts H-120 H
38 | abr/06 Bouba aviaria Amostra suave tipo galinha H
Herpesvirus de peru (HVT), Sorotipo 3,
39 | out/06 Marek cepa FC-126, e HVT sorotipo 1, cepa | H
Rispens
40 | set/08 Mycoplasma gallisepticum | MG-70 B

Legenda *vacinas oleosas inativadas.
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Para a deteccdo do CAV nas vacinas foi
utilizada uma  nested-PCR  descrita
previamente (Cardona et al., 2000) (Quadro
2). Foram usados os iniciadores externos:
O3F: 5'-(CAA GTA ATT TCA AAT GAA
CG)-3' e O3R: 3-(TTG CCA TCT TAC
AGT CTT AT)-5' e iniciadores internos:
N3: 5-(CCA CCC GGA CCA TCA AC)-3'
e N4: 3'-(GGT CCT CAA GTC CGG CAC
ATT C)-5', respectivamente na primeira e
segunda reacdes. Na primeira reagdo, com
volume final de 50ul foram utilizados:
200ng de DNA, Tampé&o 1X (200mM Tris-
HCI pH8,4, 500mM KCI), 2mM de dNTP,
1,5mM de MgCl,, 1ul de cada iniciador
externo a 10pmol, 2U de Tag Polimerase
(Tag DNA Polymerase — Phoneutria,
Brasil) e 4gua ultra pura g.s.p. As condi¢des
de amplificagdo foram um ciclo inicial de
desnaturacdo a 94°C por 5 minutos (min),
seguida por 35 ciclos de desnaturagdo a
94°C por 1 min, anelamento a 45°C por 2
min e extensdo a 72°C por 1 min, além de
uma extensdo final a 72°C por 10 minutos,
em termociclador (Modelo PTC 100, MJ
Research, Watertown, MA, EUA).

A segunda reacdo (nested-PCR) foi
realizada em um volume final de 50ul,
sendo utilizado como molde 1ul do produto
amplificado da primeira reagdo e 1ul de
cada iniciador interno a 10pmol. Os demais
reagentes e as concentragdes utilizadas
foram as mesmas descritas para a primeira
reacdo, assim como o0 programa de

amplificacdo. Para cada ensaio foi utilizado
como controle positivo o DNA extraido da
vacina comercial AviPro Thymovac®
(Lohman Animal Health, Brasil).

Sequenciamento da regido hipervariavel
do gene VP1

Para o sequenciamento foi amplificada uma
regido do genoma que codifica a proteina
VP1 do CAV, com primers previamente
descritos (Todd et al., 1992), CAVIF 5’
GACTGTTAAGATGGCAAGACGAGCT
3’ e CAV2F 5’
GGCTGAAGGATCCCTCCATTC 3’
(Tabela 2). Na reacdo de amplificacéo,
foram utilizados 300ng de DNA, Tampéo
1X (200mM Tris-HCI pH8,4, 500mM
KCI), 2mM de dNTP, 1,5mM de MgCI2,
1uL de cada iniciador externo a 10pmol,
1U de Tag Polimerase (Platinum® Taq
DNA Polymerase — Invitrogen) e agua ultra
pura qg.s.p 50puL. O programa de
amplificacio. A PCR foi feita em
termociclador (Modelo PTC 100, MJ
Research, Watertown, MA, EUA), nas
seguintes condi¢cBes de temperatura: uma
fase inicial a 94°C por 5 min, seguida por
35 ciclos de 94°C por 30 seg, 50°C por 60
seg e 72°C por 90 seg, com uma fase de
extensdo final de 72°C por 10 min.

Quadro 2. Iniciadores para deteccdo e sequenciamento do CAV.

Oligonucleotideo Sequéncia (5°-3°) Gene | Localizagdo | Sentido | Segmento | Autores
no genoma (pb)

O3F CAAGTAATTTCAAATGAACG VP2 462-481 + 387 Cardona

O3R TTGCCATCTTACAGTCTTAT € 829-848 - etal,

N3 CCA CCC GGA CCA TCA AC VP3 526541 " 183 2000

N4 GGT CCT CAAGTCCGG CACATTC 687-708 -
CAV1 GACTGTAAGATGGCAAGACGAGCT | VP1 833-856 + 675 Todd et
al.,
CAV2 GGCTGAAGGATCCCTCCATTC VP1 1489-1508 1992

Posicdo descrita em base na sequéncia Cuxhaven-1 (Numero de acesso no GenBank M55918.1)
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Andlise dos produtos amplificados pelos
ensaios de PCR

Os produtos amplificados  foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% e visualizados sob luz UV apds
coloracio com brometo de etideo
(10mg/ml). A eletroforese ocorreu a 100V
em tampdo TBE 0,5X (100mM Tris-base
pH8,3, 25mM EDTA e 50mM &cido
bérico), utilizando o padrdo molecular de
100 pb DNA Ladder (Invitrogen, Séo
Paulo, Brasil).

Purificacdo dos produtos da PCR para
sequenciamento com PEG

Todos o0s produtos utilizados para
sequenciamento mostraram banda Unica,
ndo sendo necesséria a extragdo do gel para
0 sequenciamento, sendo o amplicom
purificado diretamente. Para a purificacdo
do produto da PCR foi usado o método
descrito por Rosenthal et al (1993) com
modificagoes.

Sequenciamento genético

Os produtos amplificados e purificados
foram submetidos a um processo de
sequenciamento pelo método de
dideoxinucleotideos, descrito por SANGER
et al. (1997), utilizando o kit Big Dye
Terminator Mix (Applied Biosystems,
EUA), de acordo com as condigdes de
reacdo e leitura indicadas pelo fabricante.
Aproximadamente 1 uL do produto de PCR
foi utilizado em cada reacdo de
sequenciamento, adicionando 1 pL de cada
iniciador na concentracdo de 10 pmol Fe R,
1 pL de Big Dye, 1,5 pL de tampédo Save
Money (Applied Biosystems, EUA) e agua

milliQQ em q.s.p. 10 pL. Esta reacdo de
sequenciamento foi feita em termociclador
(PTC-100, MJ Research, Inc., EUA),
utilizando o seguinte ciclo: desnaturagéo a
96°C por 15 segundos, anelamento do
iniciador a 50°C por 15 segundos, extensdo
a 60°C por 4 minutos, sendo esse ciclo
repetido por 30 vezes. Em seguida, o
produto da reacdo de sequenciamento foi
purificado por precipitacdo utilizando
Isopropanol e etanol e homogeneizado em
formamida Hi-Di™, sendo entdo feita a
desnaturacdo rapida a 95°C por 2 minutos e
colocado no gelo imediatamente.

Os produtos de sequenciamento foram
analisados em um sequenciador automatico
por eletroforese capilar (ABI Prism 310
Genetic  Analyser, Perkin Elmer), no
laboratério de Genética do Departamento
de Medicina Veterindria Preventiva, da
Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), e as
sequéncias geradas foram analisadas com
programas especificos.

Analise das Sequéncias

Todas as sequéncias finais geradas foram
comparadas com sequéncias disponiveis no
banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os
algoritmos dos programas BLAST 2.0
(Basic Local Alignment Search Tool),
BLASTnN e BLASTX
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/),

desenvolvidos pelo NCBI, foram utilizados
para a busca de similaridade entre o0s
nucleotideos e aminoacidos,
respectivamente (Altschul et al., 1997).

Para andlise da qualidade das bases de
nucleotideos dos eletroferogramas, obtidos
pelo sequenciamento das fitas senso e anti-
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senso, foi utilizado o programa BioEdit
(Hall, 1999). Este programa permitiu editar
e excluir as ambiguidades, quando
necessario. Todas as sequéncias finais
geradas foram comparadas com sequéncias
disponiveis no banco de dados do National
Center for Biotechnology Information
(NCBI — http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As
sequéncias de nucleotideos e aminoécidos
foram alinhadas com 24 sequéncias de
CAV depositadas no GenBank com o
auxilio do programa Clustal X (Thompson
et al., 1997), implementado no programa
Molecular Evolutionary Genetics Analysis
MEGA versdo 5.0 para Windows (Tamura,
etal., 2011).

Analises filogenéticas

A andlise filogenética dos nucleotideos e
dos aminoacidos do gene VP1 foi feita
usando o método Neighbor-joining, com o
programa MEGA 5.0. Neste mesmo
programa, os dados foram submetidos ao
teste de confianca em topologia (Bootstrap)
com 1000 reamostragens, para testar o grau
de confiabilidade dos agrupamentos obtidos
nas arvores filogenéticas. Com o método de
substituicdo de nucleotideos Kimura 2-
pardmetro (Kimura, 1980) e o método de

substituicdo de aminoacidos JTT (Jones et
al., 1992).

Resultados e Discussao

Das 40 vacinas avaliadas neste estudo
(Quadro 1) parte do genoma de CAV foi
detectado em sete vacinas da década de 90
(Quadro 3), pertencentes a diferentes
laboratérios. Das sete vacinas positivas trés
foram  sequenciadas e  analisadas
filogeneticamente (Quadro 4).

Quadro 3. Vacinas contaminadas com o
genoma de CAV

Data de Vacina Laboratério
Fabricacéo
jan/91 Newcastle A
(NC)
mar/92 Newcastle A
mai/92 Newcastle A
jan/94 Encefalomielite A
fev/96 Marek C
jul/96 Marek B
jan/98 Newcastle C

Quadro 4. Vacinas avidrias vivas positivas para parte do genoma do CAV e usadas no

sequenciamento.

Identificacdo sequéncia Vacina Partida Data
CAV258/1991 Doenca de Newcastle 003/91 1991
CAVY1/1994 Encefalomielite aviaria 001/94 1994

CAV1315/1996 Doenga de Marek 425/96 1996

Os produtos da PCR usando os iniciadores descritos por Todd et al. (1992) geraram uma
sequéncia de aproximadamente 675pb do gene que codifica a regido hipervariavel da proteina
VP1 (833-1508nt). Demonstrou-se alta qualidade dos eletroferogramas das trés amostras
sequenciadas e ndo se observaram insercdes nem delecBes nestas sequéncias. Na busca da
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similaridade das sequéncias obtidas em comparacdo com sequéncias disponibilizadas no
GenBank, encontrou-se identidade unicamente com estirpes de CAV.

Para a construcdo das arvores filogenéticas (Figuras 1 e 2) foram escolhidas 24 sequéncias
disponibilizadas no Genbank de sequéncias de CAV do Brasil e de outras partes do mundo
(Quadro 5). Na analise dos nucleotideos, as estirpes brasileira BR91/99 (AY739210.1) e
argentina ArgA001028 (EU871780.1) e as sequéncias deste estudo apresentaram alta
similaridade (>99%). Entre as trés sequéncias de CAV usadas neste estudo, a similaridade
também foi >99%. O CAV é um virus relativamente conservado e a similaridade dos
nucleotideos das estirpes deste estudo com estirpes utilizadas para a producao de vacinas contra
CAV no Brasil foi de aproximadamente 95%. E importante destacar que as sequéncias deste
estudo no agrupamento filogenético ficaram em um grupo genético diferente destas estirpes
vacinais (Figuras 1). A sequéncia ArgA001028 (Argentina) foi obtida de lotes de frangos de
corte com 28 dias de idade que apresentaram incremento na mortalidade e atrofia de 6rgaos
linféides (Craig et al., 2009). A sequéncia BR91/99 (Brasil) foi isolada em 1999 de lotes de
frangos de corte de duas a seis semanas de vida com lesdes de anemia, palidez de medula 6ssea,
atrofia de timo e com baixo desempenho produtivo (Nogueira et al., 2007).

Na analise filogenética dos aminoacidos deduzidos (Quadro 5) das sequéncias deste estudo e
sua relacdo com as disponiveis no GenBank, observou-se maior identidade das seguintes
sequéncias CAVY1/1994 (JX415530.1); CAV258/1991 (JX415531.1) e CAV1315/1996
(JX415529.1) (99.1, 100 e 99.5%, respectivamente) com a ArgA001028 (Argentina) e de 98.9,
100 e 99,5 respectivamente, com a sequéncia BR91/99 (Brasil). Com outras sequéncias
brasileiras a identidade foi maior a 97%. A identidade com estirpes usadas na producdo de
vacinas contra CAV no Brasil foi para Cux-1 entre 97,3 e 97,7% e para 26P4 de 97,7 e 98,2%
(Tabela 1).

Todas as estirpes de CAV contaminante de vacinas tiveram o aminodcido Lisina (K) na posi¢do
139 e o Acido Glutamico (E) na posicdo 144. Uma substituicio antes ndo descrita foi observada
nas estirpes CAVY1/1994 e CAV1315/1996 na posicao 153. Foi substituido o residuo Leucina
(L) pelo Isoleucina (I) sendo esta substituicdo sindbnima, neutra, ndo alterando provavelmente a
funcdo da proteina (Quadro 5). Estudos prévios reportaram a regido hipervariavel na proteina
VP1 entre os aminoacidos 139 e 151, como a regido com maior grau de variabilidade (Renshaw
et al., 1996). Estes autores relataram que a presenca de glutamina (Q) na posigado 139 e 144 esta
relacionada ao baixo crescimento em cultivo celular comparado com a estirpe Cux-1.

Determinou-se neste estudo alta identidade de nucleotideos e aminoécidos deduzidos entre as
sequéncias de CAV contaminante nas vacinas comercializadas dos anos de 1991, 1994 e 1996
(contra a doenca de Marek, Newcastle e Encefalomielites Aviaria) e as estirpes brasileira
BR91/99 e Argentina ArgA001028, o que indicaria um origem comum entre 0s virus detectados
nas vacinas e os descritos no Brasil e Argentina.

80



Quadro 5. Substituicdo de aminoacidos na regido hipervariavél da proteina VP1 (225aa) de
estirpes de CAV detectadas como contaminante de vacinas com sequéncias deduzidas e as

disponiveis no GenBank usando a estirpe Cux-1 como consenso.

Estirpe ou Isolado CAV/ Posicio

N

~

©

Cuxhaven-1

JX415530.1 CAVY1/1994*

JX415531.1 CAV258/1991*

JX415529.1 CAV1315/1996*

D10068.1_26P4 The Netherland_1991

AY739215.1 BR367/03 Brazil 2007

AY739209.1 BR91/98 Brazil 2007

AY739208.1 BR91/92 Brazil 2007

AY633926.1 BR47/90 Brazil 2007

AY705212.1 BR15/90 Brazil 2007

AY739212.1 BR265/00 Brazil 2007

AY739211.1 BR303/99 Brazil 2007

AY739210.1 BR91/99 Brazil 2007

AY739207.1 BR183/98 Brazil 2007

L14767.1 CIA-1 1996

EU871780.1_ArgA001028 2007

=== === =] *|=|=|=] *| === | <]

AJ888530.1_CAV/Lanlate.NIE/11.02/73_Nigeria_2005

AF395114.1 Bangladesh_BD-3 2002

AM407864.1_CH_CK/04-01/GD/98_China_2008

U65414.1 704 Australia 1996

AF285882.1 SMSC-1 Malaysia 2003

EF683159.1_3711/chicken/Australia_2007

AJ888529.1 CAV/Lanlate.NIE/11.02/12_2005

JF712621.1 India_2009

AY583756.1_CAV-B/Chicken/India_2006

U69549.1_L-028 USA._1996

AF311900.3_98D06073_USA/Alabama_2001

EF552227.1 Karnataka India 2007

DQ141671.1 SH16_China_2005
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s D10068.1 26P4 The Netherland 1991 ™
—’@1 CAV/Lanlate NIE/11.02/12 2005
EF552227 1 Karnataka India 2007
493|_— DQ141671.1 SH16 China 2005
M55918.1 Cuxhaven-1 Germany 1991
539 | JF712621.1 India 2009
AY633926.1 BR47/90 Brazil 2007
AF313470.1 Del-Ros USA 2000 > I
aar AY739208.1 BR91/92 Brazil 2007
—[AYT[]5212_1 BR15/90 Brazil 2007
—— 1147671 CIA-1 1996
AF395114.1 Bangladesh BD-3 2002
AY583756.1 CAV-B/Chicken/India 2006
AY739215 1 BR3G7/03 Brazil 2007
88 | AY739209. 1 BR91/98 Brazil 2007 /)
[ EF683169.1 3711/chicken/Australia 2007
100 L $71488.1 Pallister Australia 1994

CAV258/1931 < -

a5 CAV13151996<—
AYT39210.1 BR91/99 Brazil 2007
74 L EUBT1780.1 ArgAD01028 2007

L cAVY1/1994 <3
a0 —  ANA407864.1 CH CK/04-01/GD/98 China 2008

93 [ U65414.1 704 Australia 1996
AF285882.1 SMSC-1 Malaysia 2003

——————————— AYT7359207.1 BR183/98 Brazil 2007

a0 ﬂSQQQJ BR265/00 Brazil 2007
J69549.1 L-028 USA 1996

38

II

93

> I

0.005

Figura 1. Arvore filogenética reconstruida no programa MEGA 5.0 pelo método neighbor-
joining com as sequéncias dos CAVs contaminantes de vacinas e as sequéncias disponiveis no
GenBank da regido hipervariavel do CAV (675 nucleotideos). Dados submetidos ao teste de
confianga em topologia (Boostrap) com 1000 reamostragens. Método de substituicdo de
nucleotideos Kimura-2 Legenda: Sequéncias deste estudo marcadas com seta e amostras do
GenBank (No. de acesso, Pais, ano de publicag&o).
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AY633926.1 BR47/90 Brazil 2007
ﬁ8?1488_1 Pallister Australia 1994
AJB88529.1 CAV/Lanlate NIE/11.02/12 Nigeria 2005
D10068.1 26P4 The Netherland 1991
EF552227 1 Karnataka India 2007 | I
64 {DO1416?1_1 SH16 China 2005
AF313470.1 Del-Ros USA 2000
8 EF683159.1 3711/chicken/Australia 2007

|M55918_1 Cuxhaven-1 Germany 1991
87 | JF712621.1 India 2009

54 CAVY1/1004~ 4@
CAV1315/1996"

50 CAV258/1991" 4 H
= AY739210.1 BR91/99 Brazil 2007
EU871780.1 ArgA001028 Argentina 2007
L14767.1 CIA-1 USA 199
’—|:AM40?864_1 CH CK/04-01/GD/98 China 2008
1U69549.1 L-028 USA 1996
AF285882.1 SMSC-1 Malaysia 2003
UB5414.1 704 Australia 1996
AF395114.1 BD-3 Bangladesh 2002
AY583756.1 CAV-B/Chicken/India 2006 il
67 |AY739208 1 BR91/92 Brazil 2007
| AY705212.1 BR15/90 Brazil 2007
AY7239212.1 BR265/00 Brazil 2007
AY739209.1 BRO1/98 Brazil 2007
63 AY739215.1 BR367/03 Brazil 2007
AY7239207.1 BR183/98 Brazil 2007

i

50

0.002

Figura 2. Arvore filogenética das estirpes de CAV contaminante de vacinas comerciais,
amostras brasileiras e de outras partes do mundo disponiveis no GenBank com base no
segmento de 225 amino&cidos da regido hipervaridvel da VP1. O dendrograma foi construido
pelo método de “Neighbor-joining”, usando o modelo de substituicdo de aminoacidos do JTT
implementados no programa MEGA 5.0. Os valores de reprodutibilidade das analises estdo
mostrados em porcentagens e sdo referentes a 1000 repeticGes (Bootstrap). As amostras deste
estudo estdo marcadas com seta.
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Quadro 6. Relacdo das estirpes de CAV disponiveis no GenBank usadas nas analises por
instrumentos de bioinformatica neste estudo.

No. de acesso no Isolado ou estirpe Sequéncia Pais Ano de
GenBank disponivel no isolamento
Genbank

M55918.1 Cuxhaven-1 Genoma completo Alemanha 1991

AY739215.1 BR367/03 VP1, VP2 e VP3 Brasil 2003
genoma parcial

AY739209.1 BR91/98 VP1, VP2 e VP3 Brasil 1998
genoma parcial

AY739208.1 BR91/92 VP1, VP2 e VP3 Brasil 1992
genoma parcial

AY633926.1 BR47/90 VP1, VP2 e VP3 Brasil 1990
genoma parcial

AY705212.1 BR15/90 VP1, VP2 e VP3 Brasil 1990
genoma parcial

AY739212.1 BR265/00 VP1, VP2 e VP3 Brasil 2000
genoma parcial

AY739210.1 BR91/99 VP1, VP2 e VP3 Brasil 1999
genoma parcial

AY739207.1 BR183/98 VP1, VP2 e VP3 Brasil 1998
genoma parcial

D10068.1 26P4 Genoma completo Holanda 1991

L14767 CIA-1 Genoma completo EUA 1996

EU871780.1 ArgA001028 Gene VP1 Argentina 2007

AF395114.1 BD-3 Genoma completo Bangladesh 2002

AM407864.1 CH_CKJ/04-01/GD/98 Gene VP1 China 2008

U65414.1 704 Genoma completo Australia 1996

AF285882.1 SMSC-1 Genoma completo Malasia 2003

EF683159.1 3711 Genoma completo Austrélia 2007

AJ888529.1 CAV/Lanlate.NIE/11.02/12 Gene VP1 Nigéria 2005

AY583756.1 CAV-B/Chicken/India VP1, VP2, VP3 India 2006
genoma parcial

JF712621.1 india Gene VP1 India 2009

U69549.1 L-028 Gene VP1 EUA 1996

EF552227.1 Karnataka Gene VP1 india 2007

DQ141671.1 SH16 Genoma completo China 2005

AF313470 Del-Ros Genoma completo Delaware- 2000

EUA
S§71488.1 Pallister Gene VP1 Australia 1994

*Numero de acesso, identificacdo estirpe, genoma disponivel pais e ano de publicacgéo.
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Tabela 1. ldentidade dos nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa) das sequéncias de CAV
contaminante de vacinas comercias (*), estirpes brasileiras e de outras partes do mundo

disponiveis no GenBank.

CAVY1/1994* CAV258/1991* CAV1315/1996*

nt aa nt aa nt aa

CUX-1 95,9 97,7 95,2 97,7 94,9 96,8
BR367/03 95,2 97,9 94,4 97,9 94,1 96,8
BR91/98 95,7 98,4 95,0 98,4 94,6 97,3
BR91/92 96,3 97,9 95,6 97,9 95,2 96,8
BR47/90 96,3 97,9 95,6 97,9 95,2 96,8
BR15/90 96,3 97,9 95,6 97,9 95,2 96,8
BR265/00 97,4 98,4 97,0 98,4 96,7 97,3
BR91/99 99,1 98,9 99,8 100,0 99,5 98,9
BR183/98 97,0 98,4 96,3 98,4 95,9 97,3
26P4 95,9 98,2 95,2 98,2 94,9 97,2
ClIA-1 95,9 98,2 95,6 99,1 95,2 98,2
ArgA001028 99,0 99,1 99,6 100,0 99,3 99,1
BD-3 96,0 98,6 95,4 98,6 95,1 97,7
CH_CK/04-01/GD/98 97,1 98,2 96,5 98,6 96,2 97,7
704 97,9 98,6 97,6 98,6 97,3 97,7
SMSC-1 97,6 98,2 97,3 98,2 97,0 97,2
3711 95,6 98,6 94,9 98,6 94,6 97,7
Lanlate.NIE/11.02/12 96,3 98,6 95,7 98,6 95,4 97,7
india 95,9 97,7 95,2 97,7 94,9 96,8
CAV-B 96,2 98,6 95,6 98,6 95,2 97,7
L-028 97,3 97,7 97,0 97,7 96,7 96,8
Karnataka 96,0 98,2 95,4 98,2 95,2 97,7
SH16 95,7 98,2 95,4 98,2 95,1 97,2
Del-Ros 96,3 98,6 95,7 98,6 95,4 97,7
Pallister 95,4 98,6 94,8 98,6 94,4 97,7
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Conclusodes

o A contaminacdo do genoma de
CAV em vacinas atenuadas comerciais da
década de 90 parece ter contribuido para a
disseminacgdo de CAV e sua alta identidade
genética com estirpes isoladas de casos
clinicos de CAV isoladas de frangos de
corte pode reforcar essa hipotese.

o Demonstra-se a necessidade de
avaliagdo de vacinas atenuadas com
metodologia molecular (PCR) de alta
sensibilidade e especificidade.
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CAPITULO VI - VIRUS DA ANEMIA INFECCIOSA DAS GALINHAS EM OTRAS
ESPECIES DE AVES.

Resumo

As galinhas sdo o Unico hospedeiro natural reconhecido para o CAV, mas evidéncias
sorolégicas tém revelado a ocorréncia desta infec¢do doenga em outras aves domésticas como a
codorna Japonesa. Com o objetivo de detectar o DNA de CAV de amostras de aves de
diferentes espécies foram testadas amostras de nove plantéis diferentes de codornas, oito
plantéis de patos, quatro plantéis de avestruzes, catorze origens diferentes de pombos, 58 aves
silvestres, de aves que chegaram de diferentes origens para diagnostico de diferentes doencas no
Laboratorio de Doencas das Aves da Escola de Veterinaria da UFMG entre os anos de 2006 e
2011. Nao foi possivel amplificar o genoma de CAV destas amostras confirmando a teoria que

CAV ¢ especifico de galinhas.

Introducéo

O virus da Anemia Infecciosa das Galinhas
(CAV), descrito pela primeira vez por
Yuasa et al. (1979) no Japdo, produz uma
doenca imunodepressora de importancia
econdmica, ocasionadas por virus na
producdo avicola industrial. O virus tem
transmissdo vertical e horizontal (Chettle et
al., 1989), sendo a transmisséo vertical de
grande importancia na disseminacdo e
perpetuacgdo do virus (Hoop, 1993).

No Brasil, Brentano et al. (1991)
isolaram e identificaram o CAV, pela
primeira vez, em frangos de corte que
apresentavam sinais de anemia, atrofia dos
orgdos linfoides, desuniformidade,
imunodepressdo e  baixos  indices
produtivos. O CAV ja foi identificado e
caracterizado em varias partes do mundo,
confirmando sua presenca em diferentes
criagdes de aves sejam comerciais ou de
subsisténcia e no comércio de aves vivas
(Ducatez et al., 2008; Oluwayelu e Todd,

2008; Barrios et al., 2009; Craig et al.,
2009).

Segundo o International Committee on
Taxonomy of Viruses - ICTV (2006) o
género Circovirus possui 0s seguintes
representantes: Virus da Doenga do Bico e
da Pena (Beak and feather disease virus —
BFDV), Circovirus de Pombo (Pigeon
circovirus — PiCV), Circovirus de Canario
(Canary circovirus — CaCV), Circovirus de
Ganso (Goose circovirus — GoCV) e
Circovirus Suino tipo 1 e tipo 2 (Porcine
circovirus 1 and 2), sendo o CAV o (nico
representante  do  género  Gyrovirus.
(Pringle, 1999).

Gallus gallus domesticus é o Unico
hospedeiro natural conhecido do virus e
muitos aspectos de sua epidemiologia ndo
estdo totalmente esclarecidos, como, por
exemplo, a possibilidade de ocorréncia do
virus em outras espécies de aves domésticas
e silvestres, como pombos, patos,
avestruzes, papagaios e passaros (Barrios,
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2009). A presenca do CAV em aves
silvestres o da fauna e seu papel como
potencial imunodepressor ndo é conecida. O
objetivo deste trabalho foi pesquisar a
presenca do genoma de CAV em outro tipo
de ave diferente as galinhas.

Material e Metodos

Amostras

Foram testadas amostras de nove plantéis
diferentes de codornas, oito plantéis de
patos, quatro plantéis de avestruzes, catorze
origens diferentes de pombos, 58 aves
silvestres, de aves que chegaram de
diferentes origens para diagndstico de
diferentes doencas no Laboratorio de
Doencas das Aves da Escola de Veterinaria
da UFMG (Quadro 1) entre 2006 e 2011,
todas de diferentes regiGes de Minas Gerais.

Extracdo e amplificacdo do DNA

O écido nucleico dos tecidos foi extraido
usando o método de Silica com iodeto de
Sédio  (6M), seguindo o protocolo
previamente descrito por (Boom et al.,
1990). A quantidade e a pureza do DNA
foram determinadas por densidade Optica
em espectrofotdbmetro NanoVue® (GE,
Healthcare, UK Ltda).

Para a deteccdo do CAV nos tecidos das
aves foi utilizado uma nested-PCR descrita
previamente (Cardona et al., 2000) (Quadro

2). Foram usados os iniciadores externos:
O3F: 5-(CAA GTA ATT TCA AAT GAA
CG)-3' e O3R: 3-(TTG CCA TCT TAC
AGT CTT AT)-5' e iniciadores internos:
N3: 5'-(CCA CCC GGA CCA TCA AC)-3'
e N4: 3-(GGT CCT CAA GTC CGG CAC
ATT C)-5', respectivamente na primeira e
segunda reagdes. Na primeira reacdo, com
volume final de 50ul foram utilizados:
200ng de DNA, Tampéo 1X (200mM Tris-
HCI pH8,4, 500mM KCI), 2mM de dNTP,
1,5mM de MgCl,, 1ul de cada iniciador
externo a 10pmol, 2U de Tag Polimerase
(Tag DNA Polymerase — Phoneutria,
Brasil) e 4gua ultra pura g.s.p. As condi¢des
de amplificagdo foram um ciclo inicial de
desnaturacéo a 94°C por 5 minutos (min),
seguida por 35 ciclos de deshaturacdo a
94°C por 1 min, anelamento a 45°C por 2
min e extensdo a 72°C por 1 min, além de
uma extensdo final a 72°C por 10 minutos,
em termociclador (Modelo PTC 100, MJ
Research, Watertown, MA, EUA).

A segunda reacdo (nested-PCR) foi
realizada em um volume final de 50ul,
sendo utilizado como molde 1ul do produto
amplificado da primeira reacdo e 1ul de
cada iniciador interno a 10pmol. Os demais
reagentes e as concentragdes utilizadas
foram as mesmas descritas para a primeira
reacdo, assim como o0 programa de
amplificacdo. Para cada ensaio foi utilizado
como controle positivo 0 DNA extraido da
vacina comercial AviPro Thymovac®
(Lohman Animal Health, Brasil).
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Quadro 1. Amostras clinicas obtidas de diferentes espécies de aves silvestres avaliadas para
deteccdo de parte do genoma de CAV.

Nome comum Nome cientifico No. de aves Tecido examinados para PCR
testadas

Papagaio-verdadeiro Amazona aestiva 16 Baco, figado, timo
Maritaca Aratinga leucophtalma 1 Baco, timo
Marianinha Pionites leucogaster 5 Baco, timo
Arara Azul grande Anodorhynchus hyacinthinus | 1 Baco, timo
Arara Canindé Ara ararauna 1 Baco, timo
Avrarajuba Guaruba guarouba 1 Baco, timo
Maitaca verde Pionus maximiliani 1 Baco, timo
Curica Amazona amazdnica 1 Baco, timo
Ecletus Ecletus roratus 1 Baco, timo
Periquito tuim Forpus crassirostris 1 Baco, timo
Tiriba de orelha branca | Pyrrhura leucotis 1 Baco, timo
Cuil-cuid Pionopsitta pileata 1 Baco, timo
Canario da terra Sicalis flaveola 1 Baco, timo
Pardal Passer domesticus 2 Baco, timo
Canério Serinus candria 5 Baco, timo
Rolinha Columbina talpacoti 1 Baco, timo
Cardeal amarelo Gubernatrix cristata 3 Baco, timo
Trinca-ferro-verdadeiro | Saltador similis 1 Baco, timo
Irere Dendrocygna viduata 1 Baco, timo
Cisne-mudo Cygnus olor 1 Baco, timo
Garca Ardea alba 1 Baco, timo
Faisdo-eperonier Polyplectron bicalcaratum 1 Baco, timo
Faisdo comum Phasianus colchicus 3 Baco, timo
Coruja da igreja Tyto alba 1 Baco, timo
Ema Rhea americana 1 Baco, timo
Jacu Penelope obscura obscura 1 Baco, timo
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Quadro 2. Iniciadores para deteccdo do CAV.

Oligonucleotideo Sequéncia (5°-3”) Gene | Localizagdo | Sentido | Segmento | Autores
no genoma
(pb)
O3F CAAGTAATTTCAAATGAACG 462-481 + 387 Cardona
O3R TTGCCATCTTACAGTCTTAT 829-848 - etal,
N3 CCA CCC GGA CCA TCA AC 526-541 ¥ 183 2000
N4 GGT CCT CAA GTC CGG CAC 687-708
ATTC
Anal_lse dos produtos amplificados pelos Conclus3o
ensaios de PCR
. O CAV parece ser um virus

Os produtos amplificados  foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% e visualizados sob luz UV apds
coloragdlo com brometo de etideo
(10mg/ml). A eletroforese ocorreu a 100V
em tampdo TBE 0,5X (100mM Tris-base
pH8,3, 25mM EDTA e 50mM &cido
borico), utilizando o padrdo molecular de
100 pb DNA Ladder (Invitrogen, Séo
Paulo, Brasil).

Resultados e discussao

Embora evidéncias sorolégicas tenham
revelado a ocorréncia deste virus em outras
aves domésticas como a codorna Japonesa
(Coturnix coturnix japonica) (Farkas et al.,
1998) neste estudo ndo foi possivel
amplificar o genoma de CAV de amostras
de tecidos principalmente baco e timo de
patos, codornas, avestruzes, pombos e
outras especies de aves silvestres testadas,
confirmando que o CAV afeta unicamente
Gallus gallus domesticus.

especifico de galinhas. Nao foi possivel a
deteccdo pela PCR e semi-nested-PCR nos
materiais oriundos de aves silvestres e de
outras aves domesticas.
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