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RESUMO

Foram avaliadas por nested — PCR 32 amostras obtidas de galinhas da avicultura industrial, 20 de
galinhas de subsisténcia, 28 amostras de vacinas comerciais e 16 amostras de aves da fauna e exoticas
com o objetivo de pesquisar a presenca de CAV e caracterizar molecularmente as estirpes encontradas.
Quatorze estirpes de CAV foram sequenciadas, incluindo 7 obtidas de galinhas da avicultura industrial, 4
de galinhas de subsisténcia, 2 presentes em vacinas comerciais e uma de ave da fauna (Forpus
xanthopterygius). A caracterizacdo genética foi por analise das varia¢cdes encontradas na regido do DNA
que codifica para as proteinas VP2 e VP3 de CAV. As sequéncias de nucleotideos obtidas foram
comparadas com sequéncias de estirpes de CAV de diferentes partes do mundo disponibilizadas no
GenBank. As sequéncias nucleotidicas e de aminodcidos deduzidas foram alinhadas a sequéncia da
estirpe padrdo Cuxhaven-1, utilizada na producdo de vacinas comerciais. Os resultados obtidos com a
analise filogenética demonstraram que as estirpes do estudo apresentaram similaridade com isolados de
varias partes do mundo, ndo apresentando relagdo geogréfica, mas apresentaram variacdo discreta quando
comparadas a estirpe Cuxhaven-1. As substitui¢des de nucleotideos ndo acarretaram mudanca na
sequéncia de aminoécidos inferida, com excecdo da substituicdo na posicdo 153 da VP2 de um A—V. O
CAV foi detectado em cinco vacinas, incluindo de produ¢do embrionaria (contra a doenga de Newcastle e
encefalomielite aviaria) e de cultivo primario (doenca de Marek), todas da década de 90 (1991-1996) e
em nenhuma da década atual. A presenga do CAV em vacinas vivas comerciais para a avicultura foi
considerada decisiva para a alta disseminacdo do virus tanto para as aves da avicultura industrial, como da
avicultura de subsisténcia e eventualmente aves da fauna. Foi avaliado também a ocorréncia do CAV em
galinhas de subsisténcia, aves da regido metropolitana de Belo Horizonte — MG. Em 6/20 (33%) das aves
testadas foram detectados o genoma de CAV. A presenca de CAV e seu carater imunodepressor podem
representar um transtorno adicional & salde das aves. A confirmagdo de CAV na avicultura de
subsisténcia alerta para o trnsito do CAV entre os diferentes sistemas de produgdo. A infec¢do por CAV
pode ter chegado a avicultura de subsisténcia a partir de galinhas e frangos industriais em
transito/transporte para centrais de processamento ou descarte, por convivio ou proximidade com aves
industriais, por vacinas contaminadas com CAV e por vacinagdo contra a anemia infecciosa das galinhas
nas aves industriais, entre outros, embora a infeccdo possa também ter ocorrido de forma independente e

por estirpes distintas e exclusivas dessa avicultura.



ABSTRACT

A wide range study was conducted on chicken anemia virus (CAV) in order to investigate the occurrence
of CAV in different chicken populations and potential sources of infection. Tissue and biological samples
were studied by nested PCR and sequencing, including thirty-two industrial chickens, twenty subsistence
chickens, twenty-eight commercial poultry live and inactivated vaccines and sixteen birds of the avian
fauna. The fourteen CAV amplicons sequenced included materials from the poultry industry (7), from
subsistence chickens (4), from vaccines (2) and from the avian fauna (1). The genetic characterization by
variation analyses of the VP2 and VP3 coding regions sequences were compared to sequence data
deposited in the GenBank. The nucleotide and deducted amino acid sequences were aligned to the
Cuxhaven-1 (Cux-1) prototype strain sequences for comparisons. The phylogenetic analyses of local
CAV indicated high similarity of sequences irrespective of source, as well as to CAV sequences
published for strains in all continents, although discrete as compared to Cux-1. However, the nucleotide
substitutions did not result in amino acid change, except for the VP2 153 position, in which a change
from alanine to valine was deducted. CAV was detected in five (5/28; 18%) vaccines produced between
1991 and 1996, including embryo (Newcastle and avian encephalomyelitis) and fibroblast monolayer
(Marek's disease) vaccine viruses, but in none produced in the present decade. The detection of CAV in
five batches of commercial vaccines of three different major laboratories may be considered an important
factor for the present high CAV dissemination. In the subsistence chickens of the metropolitan region of
Belo Horizonte, CAV genome was detected in (6/20; 33%). CAV may be of importance for the free-range
chickens, although not as yet evaluated, for its potential immunosuppressive impact. CAV infection in
free-range chickens may have also epidemiological importance, as additional source and risk for
industrial chickens. Although the original source to free-range chickens might have been the industrial
chickens infected, vaccinated with CAV vaccines or given CAV-contaminated vaccines, as indicated by

the genetic similarity of strains, native free-range strains might also occur.
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INTRODUCAO

A producdo avicola é muito importante
para 0 mercado brasileiro, assumindo grande
importancia social e econdmica. Tanto como
produtora de proteina animal de baixo custo, e
dessa forma acessivel a varias camadas
econdbmicas da populacdo, como sendo
importante geradora de divisas pelo seu impacto
positivo na balanca comercial do pais.

A avicultura brasileira ocupa posicao
de destaque no cenario mundial, o Brasil é o
principal pais exportador de carne de frango.
Segundo boletim divulgado pelo Servico de
Comercializagdo Agricola do Departamento de
Agricultura dos EUA (USDA), para 2009, é
projetado um crescimento de apenas 0,73% na
producdo norte-americana de carne de frango,
contra uma expansao de 4,79% para a producédo
brasileira.

Esse cenario positivo é confirmado
pelos nimeros relativos as exportacdes de carne
de frango que totalizaram, no acumulado de
2008, 3.455.864.512 quilos de frango, nimero
7,72% superior ao de 2007, quando o pais
vendeu para 0 mercado externo 3.188.973.181
quilos.

Associado ao aumento das exportacdes
¢ observado aumento da producdo total de
pintos de corte no pais. Até agosto de 2008 a
producdo total de pintos de corte foi de
3.599.360.276 aves, um aumento de mais de 6%
em comparagdo com o mesmo periodo em 2007.

No Brasil as principais empresas do
setor, responsaveis por esses bons indices,

trabalham em sistemas de integracdo, que

12

facilitam a logistica de producdo e diminuem os
gastos com transporte. Dessa forma as granjas
integradas tendem a se concentrar em uma
regido ocasionando um aumento da populacéo
de aves no local.

A intensificacdo da  avicultura
associada a condi¢cdes ambientais e praticas de
manejo estressantes, que muitas vezes nao
contemplam estratégias eficazes de controle
ambiental de agentes patogénicos, é responsavel
pelo aumento dos desafios sanitarios.

Dentre as doengas de importancia para
a avicultura de producdo, as doengas
imunodepressoras merecem destaque, uma vez
que estdo associadas a queda no desempenho
das aves, falhas de resposta vacinal a outras
doencas, predisposicdo a agentes secundarios,
aumento dos custos de producdo e geracdo de
produto com baixo valor econémico.

As principais doencas
imunodepressoras em frangos sdo a anemia
infecciosa das galinhas e a doenga infecciosa da
bolsa cloacal.

A anemia infecciosa das galinhas
merece destaque e vem sendo diagnosticada em
varios plantéis de producdo, inclusive plantéis
SPF (specific pathogen free — livre de patégenos
especificos) utilizados na pesquisa cientifica e
para a producéo de imunobiol6gicos.

Estudos utilizando testes de ELISA
para a deteccdo de anticorpos em matrizes
evidenciaram uma elevada prevaléncia do virus
da anemia infecciosa das galinhas (chicken
anemia virus — CAV) nas empresas avicolas do

Brasil.



A anemia infecciosa das galinhas é
uma doenca de aves jovens, caracterizada por
marcada anemia, aplasia da medula 0ssea,
mortalidade variavel e atrofia generalizada de
orgdos  linfoides.  Esta  doenga  estd
freqlentemente  associada a  infec¢des
secundarias provocadas por virus, bactérias ou
fungos.

O CAV € um virus com genoma de
DNA fita simples positiva, ndo envelopado,
com simetria icosaédrica e 25 nm de didmetro.
Pertence a familia Circoviridae, género
Gyrovirus.

Este virus foi isolado pela primeira vez
no Japdo em 1979. Desde entdo, sua presenca
tem sido descrita em criacbes comerciais em
quase todo o mundo. No entanto, muitos
aspectos  relacionados a  patogenia e
epidemiologia do agente ainda permanecem
desconhecidos.

A transmissdo do CAV se da
verticalmente, por infeccdlo de  ovos
provenientes de aves infectadas, tanto
soronegativas, quanto na presenca de altos
niveis de anticorpos neutralizantes e
horizontalmente, de aves infectadas para aves
suscetiveis. Porém é desconhecido o papel de
outras espécies na transmissdo desse agente,
auxiliando a dispersdo tanto dentro de uma
mesma granja, como entre granjas e até entre
diferentes regides.

Varias técnicas sdo utilizadas na
pesquisa de CAV como, por exemplo,
isolamento viral, deteccdo de anticorpos ou

identificacdo de segmentos do genoma.

O isolamento viral apresenta baixa
sensibilidade, diferengas genéticas interferem na
replicagdo do virus em cultivo celular, o que
impossibilita o isolamento de algumas estirpes.
Ja os testes soroldgicos indicam uma exposigao
prévia ao virus e ndo uma infeccéo presente.

Os resultados obtidos com os soros de
frangos de corte sem anticorpos para 0 CAV e
positivos na nested-PCR sugerem que frangos
sem anticorpos para 0 CAV, mas com infeccdo
recente, estdo presentes no momento do abate.
Isso revela que a utilizagho de testes de
diagnostico baseados na deteccdo de anticorpos
pode ser pouco informativa no monitoramento
das infecgBes causadas por este virus.

A reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) é uma técnica molecular que permite a
deteccdo de parte 0 DNA do CAV de forma
répida e  econdmica.  Associada  ao
sequenciamento a PCR permite estabelecer
relagdes filogenéticas entre diferentes estirpes,
auxiliando no entendimento da biologia
molecular e epidemiologia do agente.

Esse trabalho teve como objetivo
pesquisar a presenca do genoma de CAV por
nested-PCR, tanto em criagdes comerciais da
avicultura industrial, como em criagcBes de
subsisténcia, assim como pesquisar a presenca
do agente em outras espécies de aves, incluindo
da fauna silvestre e ex6ticas, e vacinas
comerciais da década de 90 e atuais. Os
amplificados gendmicos foram caracterizados
por sequenciamento e as relagdes filogenéticas

entre 0s mesmos avaliada.
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CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Familia Circoviridae

Os virus membros da familia

Circoviridae apresentam algumas
similaridades na estrutura do virion e nas
propriedades genéticas, porém apresentam
pequenas diferencas ecoldgicas, bioldgicas
e antigénicas. Determinantes antigénicos e
sequéncias homélogas entre os diferentes
virus ndo sdo comuns (MURPHY et al.,

1999).

Os virions dessa familia sdo ndo
envelopados, com 14 a 26,5 nm de
didmetro e simetria icosaédrica. O genoma
consiste de uma fita (nica de DNA circular
que varia de 1,7 a 2,3 Kb de tamanho
(TODD, 2000).

Segundo o International Committee on
Taxonomy of Viruses - ICTV (2006) o
género Circovirus possui 0s seguintes

representantes:

e Virus da doenga do bico e da
pena (Beak and feather
disease virus — BFDV),

e circovirus de canario (Canary
circovirus — CaCV),

e circovirus de ganso (Goose
circovirus — GoCV),

e circovirus de pombo (Pigeon

circovirus — PiCV),

e circovirus suino tipo 1
(Porcine circovirus 1 — PCV-
1),

e circovirus suino tipo 2
(Porcine circovirus 2 — PCV-
2).

O género Gyrovirus possui como Gnico
representante o virus da anemia infecciosa
das galinhas (Chicken anemia virus — CAV)
(PRINGLE, 1999).

Em relacéo a organizacdo do genoma e
a forma de expressdo genética, o0s
Circovirus  utilizam uma estratégia
transcricional ambisenso, ja 0 CAV possui
0s genes codificadores compreendidos em
uma Unica fita senso (MURPHY et al.,

1999).

Anélises da estrutura do genoma, da
origem de replicacdo e das proteinas Rep
dos Circovirus demonstraram similaridade
com os membros da familia Nanoviridae e
similaridade menos pronunciada aos virus
de planta membros da  familia

Geminiviridae (ICTV, 2006).

Ja o CAV, apresenta caracteristicas
comuns com 0s virus humanos Torque
Teno virus (TTV) e o Torque Teno mini
virus (TTMV), que sdo membros do género
Anellovirus (ICTV, 2006). O TTV foi
completamente sequenciado e encontrou-se
uma organizagdo gendmica muito parecida

4 do CAV, incluindo uma regido rica em



GC de 36 nucleotideos com 80+6% de
identidade a cepa Cuxhaven -1 de CAV
(MIYATA et al., 1999).

Os virus dessa familia sdo muito
resistentes, tendo permanecido viaveis
mesmo quando tratados a 70°C por 15
minutos e pH 3,0 (ALLAN et al., 1994),
sd0 muito resistentes no ambiente o que
interfere diretamente na epidemiologia e no
controle das doengas causadas por eles
(TODD, 2000).

2. Virus da Anemia Infecciosa das

Galinhas

2.1. Caracteristicas do virus

O CAV é um virus ndo envelopado

com genoma de DNA fita simples circular

CAV

Prom

2298 nucleotides

VP1

de aproximadamente 2,3 Kb (TODD et al.,
1990).

O genoma do CAV contém uma Unica
regido promotora/enhancer e trés genes
(Fig. 1). Durante a infecgdo nas células alvo
0 genoma do CAV replica pela formacdo de
um intermedidrio de DNA dupla fita. A
partir desta molécula dupla fita um Unico
mRNA transcrito codifica trés proteinas
distintas: VP1, VP2 e VP3 (NOTEBORN,
2004).

A VP1 com 51,6 kDa é a proteina
estrutural do capsideo viral (NOTEBORN e
KOCH, 1995). A VP2 com 24 kDa é uma
fosfatase (PETERS et al., 2002). A VP3
com 13,6 KkDa,
apoptina, € uma forte indutora de apoptose

também chamada de

em timdcitos e células linfoblastéides de
galinhas (NOTEBORN et al., 1994a).

oter / enhancer
region

VP32

Figura 1: Organizacdo do genoma do CAV. O CAV codifica um Unico transcrito policistronico, que
contém trés janelas abertas de leitura com sobreposi¢do parcial, que codificam para as trés proteinas virais VP1,
VP2 e VP3 e uma regido ndo transcrita que compreende a regido promotora. (Adaptado de TODD, 2000).
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Dados de KOCH et al. (1995),
demonstraram que a imunizagdo com um
virus recombinante que expressa VP1 e
VP2 é capaz de induzir a producdo de
anticorpos neutralizantes enquanto que a
producdo separada de VP1 e de VP2 nédo
apresenta essa caracteristica. Assim, apesar
do capsideo de CAV conter somente a VP1,
a coexpressdo de VP2 é necesséria para a

inducéo de anticorpos neutralizantes.

Experimentos de imunoprecipitacdo
demonstraram que VP1 e VP2 interagem,
indicando que a proteina nao estrutural VP2
parece atuar como um modelo estrutural
(scaffold) na montagem do capsideo viral
(NOTEBORN et al., 1998b).

A VP3 é uma proteina de 121
aminoacidos, que contém muitos residuos
de prolina, serina e treonina e que possui
aminoéacidos carregados positivamente na
regido C-terminal. A polaridade de carga
residual positiva em VP3 permite sua
interagdo com moléculas de &cido nucléico
(NOTEBORN et al., 1998a). A presenca da
VP3 na estrutura da cromatina, associado
ao seu alto contetdo em prolina, poderia
causar transtornos na conformacdo super-
enrolada da dupla hélice, que poderia
resultar na apoptose. Outra possibilidade é
a VP3 atuar como um regulador
transcricional dos genes da apoptose celular
(NOTEBORN et al., 1998a).

PETERS et al., 2006, observaram que
o transito de VP3 para o nlcleo, pode ser

alterado por VP2 mutadas. Assim a VP2

atuaria na fosforilacdo da VVP3, ativando-a e
induzindo a apoptose celular. Dessa forma
tanto a VP3 como a VP2 contribuiriam para
a patogenicidade de estirpes de CAV
(NOTEBORN, 2004).

A regido promotora do CAV é formada
por quatro a cinco repeticdes diretas em
tandem, contendo um inserto de 12 pares de
bases depois das duas primeiras repeticdes,
sendo esta, indispensavel para uma
replicacdo viral eficiente (NOTEBORN et
al., 1994b). Experimentos de NOTEBORN
et al. 1998c, demonstraram que mutagdes
nessa regido reduziram a quantidade de

virus liberado e a citopatogenicidade.

Alteracdes de alguns aminoécidos na
VP1 provocam atenuacdo de linhagens de
CAV (TODD et al., 2002). Concordando
com essa afirmacdo, estudo filogenético
com amostras brasileiras realizados por
SIMIONATTO et al. (2006), encontrou na
VP1, nucleotideos diferentes em 42
posicdes, que resultou em alteracdo de nove
aminoacidos em estirpes com

patogenicidade diferentes.

NOGUEIRA et al.  (2007),
sequenciando os genes codificadores das
proteinas VP2, VP3 e parte da VPL,
encontraram que isolados brasileiros que
perderam a capacidade de replicar em
cultivo celular apresentavam substituicdo
nos genes codificadores das trés proteinas,
indicando que mutacfes nesses genes
podem interferir com a citopatogenicidade
do CAV.



FARKAS et al. (1996), j& havia
encontrado mudanca de posicdo de seis
aminoacidos na porcdo C-terminal de VP3
e quatro alteracBes na porcdo C-terminal de
VP2. Este estudo indicou ainda que metade
da regido N-terminal de VP3 e trés quartos
da regido N-terminal da VP2 sdo
conservadas e que isso poderia estar
relacionado a manutencdo da funcdo
protéica, no entanto ndo realizou nenhum
estudo de comparacdo de patogenicidade

entre as diferentes estirpes.

SCOTT et al. (2001), trabalhando com
estirpes atenuadas resistentes a
neutralizacdo com anticorpos monoclonais
que neutralizam a cepa Cuxhaven-1 de
CAV, também sugeriram que a atenuacéo
observada poderia estar associada a
alteracBGes na regido C-terminal de VP2 e
VP3.

PETERS et al. (2007) atenuaram
estirpes de CAV através de mutages sitio
dirigidas no gene que codifica para a VP2,
demonstrando que a VP2 é importante para

a patogenicidade de CAV.

2.2. Epidemiologia

O CAV foi isolado pela primeira vez
no Japdo em 1979 (YUASA et al., 1979).
Desde entdo, sua presenca tem sido descrita
em criacbes comerciais em quase todo o
mundo (SCHAT, 2003).

Um estudo de prevaléncia realizado por
BRENTANO et al. (2000), indicou que
92% das matrizes pesadas testadas
apresentaram anticorpos anti-CAV,
demonstrando a alta prevaléncia desse virus
na avicultura industrial brasileira. CANAL
et al. (2004), verificaram que 100% dos
lotes de matrizes analisados tiveram pelo
menos uma ave soro positiva, reforcando a
alta prevaléncia e distribuicdo do virus no
Brasil. Em Minas Gerais, GOMES et al.
(2005) demonstraram que 97,2% das
matrizes de uma linhagem pesada da
avicultura industrial apresentaram sorologia
positiva para CAV (ELISA) a partir da 172
semana de idade. Para a soroconversdo as
17 semanas de idade, os autores cogitaram
a possibilidade de desafio natural entre a

122 e 152 semanas.

O CAV se dissemina  tanto
horizontalmente como verticalmente. A
transmissdo horizontal acontece via rota
fecal-oral, embora a infeccdo via trato
respiratdrio ja tenha sido demonstrada em
aves infectadas experimentalmente
(ROSENBERGER et al., 1989).

A transmissdo vertical é considerada a
maneira mais importante de disseminacao
do virus (HOOP, 1992), pelo seu papel na
perpetuacdo da geracdo de progénies
infectadas. E bem definido que a
transmissdo do CAV se da verticalmente,
de ovos provenientes de aves infectadas
tanto soronegativas (CHETTLE et al.,,

1989) quanto na presenca de altos niveis de
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anticorpos neutralizantes (BRENTANO et
al., 2005).

No campo, a doenga aguda ocorre
principalmente em aves jovens de 10 a 14
dias de idade infectadas verticalmente
(YUASA et al., 1987). Aves velhas séo
susceptiveis a replicacdo viral, mas ndo
desenvolvem  sinais  clinicos (VON

BULOW, 1991).

Estudos em surtos de CAV indicam
que a transmissdo do virus para a progénie
acontece de 3 a 6 semanas apds a infecgdo
inicial e que durante esse periodo a maioria
das matrizes permanecem infectadas e
disseminando o0 agente horizontalmente
(MCNULTY, 1991).

Até o momento, as galinhas parecem
ser o Unico hospedeiro do virus (TODD,
2004).

3.  Anemia Infecciosa das Galinhas
3.1. A doenca

A doenca é caracterizada por aumento
da mortalidade, reducdo do ganho de peso,
anemia, hipotrofia da medula Gssea e
atrofia do timo (ROSENBERGER e
CLOUD, 1998).

Os primeiros sinais clinicos sdo
observados em aves com idade entre 7 e 14
dias. As aves acometidas apresentam

depressdo e as taxas de mortalidade podem

atingir 60%, no entanto taxas entre 5 a 15%
s&o mais comuns (TODD, 2004).

Com base em estudos
imunocitoquimicos,  ultraestruturais e
viroldgicos, muitas evidéncias indicam que
os sitios de replicacdo viral sdo os
hemocitoblastos da medula dssea e o0s
linfécitos precursores no timo (TODD,
2004). Sua destruigdo resulta em severa
deplecdo de células mieléides e linféides
resultando no surgimento da anemia, que €
a caracteristica principal da doenca

(SMYTH et al., 1993).

Ensaios de infeccdo experimental em
aves SPF de 1 dia de idade demonstraram
que a repopulacéo das células sanguineas e
do timo iniciam préximo do dia 16, estando
finalizada pelos dias 32 e 36. No entanto, o
virus pode ser recuperado de alguns tecidos
em aves com mais de 49 dias, e lesbes
histoldgicas e antigenos virais podem ser
detectados depois de 26 dias, sugerindo que
a doenca ¢é transiente (TODD, 2004).

Galinhas imunologicamente maduras
produzem anticorpos protetores que
previnem o desenvolvimento de lesdes e
dessa maneira a doenca clinica em aves
adultas (MILLER e SCHAT, 2004). Porém,
aves com mais de trés semanas de vida
podem desenvolver lesbes ou viremia
persistente quando o sistema imune é
comprometido por outros patégenos como,
por exemplo, reovirus, virus da doenca
infecciosa da bolsa cloacal ou virus da

doenca de Marek. Nesses casos, ocorre



destruicdo de linfocitos B, interferindo na
resposta imune contra CAV (TODD, 2004).

O quadro de  imunodepressdo
apresentado pelas aves pode predispor as
lesbes de pele com contaminagdo
bacteriana  secundaria e  dermatite
gangrenosa. Além de interferir
negativamente na resposta vacinal contra
diferentes agentes (TODD, 2004).

3.2. LesOes

As lesGes macroscépicas incluem
anemia (valores de hematdcrito de 6 a 27,
sendo que o normal é 29), medula éssea
palida e timo, baco e bursa diminuidos de
volume, com a severidade das lesdes
diretamente relacionadas a presenca de

infeccdo por outros agentes (TODD, 2004).

As maiores mudancas histopatolégicas
sdo reducdo de elementos hematopoiéticos
da medula dssea e severa deplecdo de
linfocitos no timo seguido por hiperplasia
de células reticulares (SCHAT, 2003).

A deplecdo de timdcitos observada
apos a infeccdo com CAV é causada por
apoptose.  Analises por  microscopia
eletrénica de células infectadas por CAV
revelaram células contendo cromatina
condensada préxima a membrana nuclear e
Ccorpos apoptadticos no citoplasma de células
epiteliais (JEURISSEN et al., 1992).

Os hemocitoblastos, dentre outras

células, ddo origem aos trombdcitos, e a

reducdo desses estd, provavelmente,
relacionado com o aumento das
hemorragias musculares observadas em
casos de anemia infecciosa das galinhas
(MCNULTY, 1991).

3.3. Controle

A ocorréncia disseminada de CAV, o0s
altos niveis de excrecdo viral e a
viabilidade do virus no ambiente sugerem
que a erradicagdo da infeccdo ndo é uma
opcdo pratica (MCNULTY, 1991).

O CAV apresenta elevada resisténcia a
grande maioria dos tratamentos
normalmente empregados na limpeza e
desinfeccdlo do  ambiente, inclusive
fumigacdo com formol, permitindo que o
virus persista por longos periodos nas
instalagdes (SCHAT, 2003).

Como ndo é possivel prevenir
totalmente a exposicdo ao CAV, €
importante minimizar os efeitos negativos
da infeccdo pela adogdo de medidas de
biosseguridade e pelo controle de outros
agentes imunodepressores que associados a
CAV podem agravar o quadro de
imunodepressdo  (ROSENBERGER e
CLOUD, 1998).

Por outro lado, a inducdo de titulos
protetores de anticorpos anti-CAV no soro
de matrizes precisa ser realizada para

prevenir a disseminacdo da doenca e limitar
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as perdas econbmicas (NOGUEIRA-
DANTAS et al., 2007).

No Brasil, uma vacina atenuada para a
imunizacdo das matrizes vem sendo
utilizada, com o objetivo de controlar a
doenca clinica no campo através da
transferéncia de altos titulos de anticorpos
maternos para a progénie. No entanto,
estudos realizados por CARDONA et al.
(2000), sugerem que o virus pode persistir
em tecidos reprodutivos por longos
periodos, mesmo depois de ter havido a
soroconversdo. A deteccdo de CAV em
embrides oriundos de matrizes com
sorologia positiva indicou que o mesmo
pode ser transmitido verticalmente mesmo
de matrizes
(BRENTANO et al., 2005).

imunocompetentes

3.4. Diagndstico

O diagndstico da infecgdo pelo CAV
pode ser feito através do isolamento viral,
da deteccdo de anticorpos anti-CAV ou
pela amplificacdo de genes especificos
(SCHAT, 2003).

O isolamento viral é uma técnica
trabalhosa, cara e no caso de CAV pode
apresentar resultados falso negativos, uma
vez que algumas cepas de CAV perderam a
capacidade de replicar em cultivo celular
devido a alteracdes genéticas (ISLAM et
al., 2002).

A deteccdo de anticorpos pode ser feita
ELISA,
soroneutralizagdo e imunofluorescéncia
indireta (SCHAT, 2003).

através de testes de

A soroneutralizagdo é uma técnica
bastante sensivel, no entanto é cara e 0s
resultados demoram cerca de trés semanas
para serem obtidos, inviabilizando seu uso
em estudos mais extensos e no diagndstico
de rotina (SCHAT, 2003).

Devido a facilidade e rapidez o teste de
ELISA vem sendo utilizado no diagndstico
soroldgico de CAV (NOGUEIRA-
DANTAS et al., 2007), no entanto os testes
soroldgicos indicam uma exposi¢do prévia
ao virus e ndo uma infeccdo presente
(SCHAT, 2003).

A reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) é uma técnica molecular que permite
a deteccdo do DNA do CAV de forma
rapida e econdmica. O sequenciamento e
analise dos produtos da PCR permite
estabelecer relagbes filogenéticas entre
diferentes isolados e estirpes, auxiliando
assim, o entendimento da biologia

molecular e epidemiologia do agente.

Reacdes de nested-PCR demonstraram
ser mais especificas e até 100 vezes mais
sensiveis que  PCRs  convencionais
(CARDONA et al., 2000, IMAI, et al. 1998,

SIMIONATTO et al., 2005).
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CAPITULO II

MATERIAL E METODOS

1. Amostras

Desde o primeiro relato de CAV em
plantéis brasileiros (BRENTANO et al., 1991),
muitos trabalhos foram realizados com o
objetivo de entender a distribuicdo do CAV nos
plantéis de producdo e  caracterizar
molecularmente essas estirpes.

Com o objetivo de contribuir com esse
entendimento, nesse estudo foram utilizadas
amostras de tecido de aves de producdo de 32
origens diferentes. Para o diagnéstico molecular
foram utilizadas amostras de timo, baco e, em
alguns casos, soro tanto de frangos de corte
como poedeiras comercias de diferentes regides
do estado de Minas Gerais.

Conhecendo a importancia social das
producbes de subsisténcia e muitas vezes sua
proximidade com a avicultura industrial, tentou-
se tracar um paralelo entre a presenca do CAV
nos dois tipos de producdo. Esse estudo é
interessante uma vez que as aves de subsisténcia
ndo sdo vacinadas contra esse agente. Assim a
presenca de CAV nesse tipo de producdo
demonstra que de alguma maneira o virus da
avicultura comercial chegou aos plantéis de
subsisténcia, alertando para o trénsito de
agentes patogénicos entre os diferentes sistemas
de producdo. Para essa pesquisa foram avaliadas

amostras de tecido de galinhas de subsisténcia
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de 20 origens diferentes, de diversos pontos da
regido metropolitana de Belo Horizonte.

Uma lacuna observada na
epidemiologia da anemia infecciosa das
galinhas estd relacionada a importancia de
outras espécies de aves na transmissdo do CAV.
Pensando nisso, foi pesquisada a presenga do
genoma de CAV em tecidos tanto de aves de
producdo como silvestres e exdticas. Foram
avaliadas amostras de codornas, faizdes,
pombos, passeriformes, psitacideos, um ganso,
um cisne e um marreco de diferentes origens e
com diferentes histéricos, totalizando 16
amostras diferentes.

Uma outra divida levantada no nosso
trabalho é a importancia das vacinas na
transmissdo de CAV. Estudos soroldgicos
demonstram que o virus estd disseminado na
avicultura de producdo e uma das alternativas
para essa realidade é a transmissdo do agente
através de imunobiolégicos produzidos em ovos
embrionados. Foram avaliadas vacinas de
diferentes empresas da década de 90 e amostras
recentes, totalizando 26 vacinas diferentes.
Todas as vacinas utilizadas no estudo estavam
lacradas tendo sido reconstituidas no momento
da extracdo de DNA.

Como controle positivo de todos os
testes realizados foi utilizada a vacina comercial
AviPro Thymovac® da empresa Lohman
Animal Health.

As amostras utilizadas no presente
estudo foram armazenadas congeladas a —20°C,

no setor de Doencas das Aves, do Departamento



de Medicina Veterinaria Preventiva, da Escola
de Veterindria da Universidade Federal de

Minas Gerais.

2. Extracéo de DNA total

Para a extracdo do DNA total foram
comparados os métodos com DNAzol®
(Invitrogen) e com silica (BOOM et al., 1990).
Com base nos resultados das comparacdes, foi
escolhido o método com silica, por melhor
guantidade e qualidade do DNA extraido. A
padronizacdo das extracBes com silica foi
desenvolvida em  colaboragdo com o
Laboratério de Virologia Comparada do
Instituto de  Ciéncias  Biolégicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, sob

orientacéo do Prof. Mauricio Resende.

2.2. Extracdo de DNA por silica

A extracdo foi realizada através da
reacdo do material bruto (200ul de suspensdo de
vacina ou volume equivalente de tecido
macerado) com trés volumes (600ul) de iodeto
de sodio (Nal) sob aquecimento a 55°C e leve
agitacdo por 15min.

O material obtido foi entdo submetido
a centrifugacdo por 30 minutos a 16000g a
temperatura ambiente e o sobrenadante coletado
com o auxilio de uma pipeta.

Foram, a seguir, adicionados a mistura
50ul de suspenséo de silica (didxido de silicio —
Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo) e a nova
mistura foi homogeneizada com o auxilio de um

vortex. A mistura foi incubada em agitador end-

over-end (Speci—-Mix, Thermolyne) por 10
minutos a temperatura ambiente. Apoés
centrifugacdo por 30 segundos a 16000g a
temperatura ambiente, o sobrenadante foi
descartado por inverséo do tubo.

O sedimento foi ressuspendido em 1ml
de Nal e rapidamente homogeneizado com o
auxilio de um vortex. A mistura foi centrifugada
por 30 segundos a 16000g a temperatura
ambiente e o0 sobrenadante descartado por
inversdo do tubo.

O sedimento foi lavado duas vezes com
1ml de tampdo de lavagem (Etanol 50%, 50mM
Tris-HCI pH8,0, 10mM EDTA pH 8,0). Apds
centrifugacdo por 30 segundos a 16000g a
temperatura ambiente, todo o tampdo de
lavagem foi removido com o auxilio de uma
pipeta.

Foi adicionado 1ml de acetona pro
analisi e, ap6s homogeneizado no vortex, e
centrifugado por 30 segundos a 16000g a
temperatura ambiente, o sobrenadante foi
descartado e o residuo de acetona evaporado do
sedimento em tubo com tampa aberta mantido a
56°C por 10 minutos.

O DNA aderido a silica foi eluido por
adicdo de 50ul de TE (5 mM Tris-HCI pH 8,0,
0,5 mM EDTA pH 8,0), incubado a 50°C por 5
minutos e o tubo centrifugado por 30 segundos
a 16000g a temperatura ambiente para
solidificar o sedimento. O sobrenadante foi
removido com o auxilio de uma pipeta e

estocado em freezer a -20°C.
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3. Determinacdo  espectrofotométrica da

concentragdo de DNA

As amostras de DNA total extraidas
foram analisadas e quantificadas por leitura em
espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000. Este
aparelho permite a analise e quantificacdo de
amostras de &cido nucléicos utilizando 1ul da
amostra de interesse. E ligado a um computador
que analisa os dados enviados pelo aparelho e
estima a quantidade de DNA na amostra em
ng/ul e a qualidade do material pelo valor

obtido na razdo DOgonm/DO2g0 nm.

4. CondicBes da reacdo em cadeia pela
polimerase — nested (nested — PCR) para
amplificacdo das regiGes genbmicas que
codificam para a sintese de VP2 e VP3 do CAV.

O DNA total das amostras foi
empregado como molde para a amplificacdo de
parte do genoma de CAV pela nested — PCR.
Foram utilizados oligonucleotideos iniciadores
externos e internos sugeridos por CARDONA et
al. (2000).

Iniciadores externos

O3F: 5'-(CAA GTA ATT TCA AAT GAA
CG)-3'

O3R: 3-(TTG CCA TCT TAC AGT CTT AT)-
5

Iniciadores internos
N3: 5'-(CCA CCC GGA CCATCA AC)-3'
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N4: 3-(GGT CCT CAA GTC CGG CAC ATT
C)-5'

4.1 PCR - especifica (1% reagdo — iniciadores

externos)

Uma aliquota de cada amostra de DNA
total foi utilizada como molde na primeira
reacdo de amplificacdo, com volume final de
50ul contendo: 200ng de DNA, 5ul de tampéo
10X (200mM Tris-HCI pH8,4, 500mM KCI —
Invitrogen), 1ul de dNTP a 10mM (dATP,
dTTP, dCTP e dGTP - Invitrogen), 1,5ul de
MgCl, a 50 mM (Invitrogen), 1ul de cada
iniciador externo a 10pmol, 0,2ul de Taq
Polimerase a 5U/ul (Platinum® Taq DNA
Polymerase — Invitrogen) e agua ultra pura
q.s.p.

A reacdo de PCR especifica foi
realizada em termociclador (Axygen -
Maxygene). As condigdes de amplificacdo
foram de um ciclo inicial de desnaturacdo a
94°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de
desnaturacéo a 94°C por 1 minuto, anelamento a
45°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 1
minuto, além de uma extensdo final a 72°C por
10 minutos.

Para cada ensaio foi utilizado como
controle positivo o DNA extraido da vacina
comercial AviPro Thymovac® da empresa
Lohman Animal Health. Foi utilizado também
um controle negativo contendo todos os
reagentes sem a inclusdo de uma amostra de
DNA.



4.2 Nested - PCR (2% reacdo — iniciadores

internos)

A reacdo de 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
concentragBes utilizadas foram as mesmas
descritas para a PCR-especifica, assim como o

programa de amplificaco.

5. Andélise dos produtos amplificados pelos

ensaios de PCR

A visualizacdo dos resultados das
amplificagBes foi realizada por eletroforese em
gel de agarose.

Em cada 5ul do produto amplificado,
foram adicionados 1ul do tampdo corante de
amostra (60% de glicerol, 10% de TBE 10X e
azul de bromofenol) na concentracdo de 5X, e
essa mistura foi aplicada em gel de agarose a
1%. A eletroforese ocorreu a 100V em tampao
TBE 0,5X (100mM Tris-base pH8,3, 256mM
EDTA e 50mM é&cido bdrico), utilizando o
padrdo molecular de 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen). Posteriormente & corrida, o gel foi
corado com solucdo de brometo de etideo na
concentragdo de 0,5ug/ul e os resultados
revelados com o auxilio de um transiluminador
uVv.

6. Purificacdo dos produtos de PCR para

sequenciamento

Os produtos amplificados foram
purificados utilizando o “Kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean — UP System” (Promega),
segundo recomendacBes do fabricante. Apos a
purificacdo, as amostras foram quantificadas por
leitura em espectrofotdmetro (NanoDrop ND —
1000).

Para determinar a eficiéncia da
purificacdo, 1ul de cada produto foi
homogeneizado com 1ul de tamp&o corante de
amostra e em seguida analisado por separacdo
eletroforética em gel de agarose a 1% em
tampdo TBE 0,5X & temperatura ambiente sob
voltagem constante de 100V.

O DNA purificado de cada amostra foi
estocado a —20°C até ser utilizado para o

seguenciamento.

7. Sequenciamento genético

O sequenciamento foi realizado pelo
método de dideoxinucleotideos, descrito por
SANGER et. al (1997), em um sequenciador
automatico capilar (Mega Bace® 1000,
HEALTHCARE), utilizando o Kit DyEnamic™
ET Dye Terminator (Amersham Bioscience) de
acordo as condigdes de reacdo e leitura

indicadas pelo fabricante.
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7.1 Reacdo de sequenciamento

Aproximadamente 80ng do produto de
PCR purificado foram utilizados em cada reacéao
de sequenciamento utilizando os iniciadores
especificos de cada fragmento de DNA. Cada
amostra foi sequenciada em ambas as direcBes
da dupla fita, quantas vezes foi necessario, até
ser obtido um resultado com alta taxa de
certeza.

A reacdo de sequenciamento foi feita
em placa de 96 pocos, em termociclador
(Eppendorf 96-well Mastercycler®), utilizando
0 seguinte ciclo: desnaturacdo a 95°C por 25
segundos, anelamento do iniciador a 42°C por
15 segundos, extensdo a 60°C por 3 minutos,
sendo esse ciclo repetido por 36 vezes. Em
seguida, o produto da reacdo de sequenciamento
foi purificado por precipitagdo utilizando
acetato de amonio e etanol e homogeneizado em
tampao de amostra.

Para a realizagdo das reacOes de
sequenciamento foi utilizado o sequenciador
automatico capitar Mega Bace® 1000
(HEALTHCARE) do Ndcleo de Analise de
Genoma e Expressdo Génica (NAGE) do
Instituto de  Ciéncias  Biolégicas da

Universidade Federal de Minas Gerais.

8. Andlise computacional das sequéncias

8.1 Montagem e edicdo das sequéncias

nucleotidicas

Para anélise da qualidade das bases de

nucleotideos dos eletroferogramas obtidos pelo
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sequenciamento das fitas senso e anti-senso, foi
utilizado 0 programa Phred
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/),

que aceita como critério de validacdo de
qualidade somente as leituras que tenham
pontuacdo de no minimo 20 (EWING &
GREEN, 1998). O sequenciamento de todas as
repeticdes de cada amostra foi utilizado para a
montagem e visualiza¢do da sequéncia consenso

final utilizando a ferramenta CAP3 do Phred.

8.2 Busca das sequéncias similares em bancos
de dados

Para inicio das analises, 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 BLASTn e BLASTX
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) do
pacote BLAST 2.0 (Basic Alignment Search
Tool) desenvolvido pelo NCBI foi utilizado para
a busca de similaridade entre os nucleotideos e
aminoacidos, respectivamente (ALTSCHUL et.
al, 1997).

8.3 Alinhamento das sequéncias

Os alinhamentos das sequéncias de
nucleotideos e sequéncias inferidas de
aminodcidos foram feitos com o auxilio dos
programas Clustal W versdo 1.6 implementado
no programa Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA 3.1/ www.megasoftware.net)

versdo 3.1 para Windows e MultAlin


http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.megasoftware.net/

(http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.htm
I). Todos os alinhamentos foram revisados e

editados manualmente quando necessario.

8.5 Analises filogenéticas

Os alinhamentos de nucleotideos, dos
genes que codificam para as proteinas VP2 e
VP3 do genoma do CAV das amostras
analisadas neste trabalho, foram utilizados para
a construcdo de &rvores filogenéticas com o
programa MEGA 3.1

(www.megasoftware.net). Neste mesmo

auxilio do

programa, os dados foram submetidos ao teste
de confianca da topologia (“bootstrap”) com
1000 reamostragens, para testar o grau de
confiabilidade dos agrupamentos obtidos nas

arvores filogenéticas.
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CAPITULO Il

ESTUDO FILOGENETICO DO VIiRUS DA ANEMIA INFECCIOSA DAS GALINHAS
EM MINAS GERAIS

[Phylogenetic analysis of chicken anemia virus in Minas Gerais - Brazil]

RESUMO

Quatorze estirpes do virus da anemia infecciosa das galinhas (CAV) foram sequenciadas, incluindo 7 de
32 obtidas de galinhas da avicultura industrial, 4 entre 11 de galinhas de subsisténcia, 2 de 28 presentes
em vacinas comerciais e uma de ave da fauna (Forpus xanthopterygius). A caracterizagdo genética foi por
andlise das variacOes encontradas na regido do DNA que codifica para as proteinas VP2 e VP3 de CAV.
As sequéncias de nucleotideos obtidas foram comparadas com sequéncias de estirpes de CAV de
diferentes partes do mundo disponibilizadas no GenBank. As sequéncias nucleotidicas e de aminoéacidos
deduzidas foram alinhadas a sequéncia da estirpe padrdo Cuxhaven-1, utilizada na produgdo de vacinas
comerciais. Os resultados obtidos com a andlise filogenética demonstraram que as estirpes do estudo
apresentaram similaridade com isolados de varias partes do mundo, ndo apresentando relagdo geogréfica,
mas apresentaram variacdo discreta quando comparadas a estirpe Cuxhaven-1. As substituicbes de
nucleotideos ndo acarretaram mudanga na sequéncia de aminodcidos inferida, com excecdo da
substituicdo na posi¢do 153 da VP2 de um A—V, substitui¢do previamente encontrada por outros autores
e que parece associada a perda de tropismo pelas células de linhagem MSB-1. Até 0 momento um Unico
sorotipo de CAV esté descrito, assim ndo sdo esperadas grandes alteracfes, principalmente em genes que
codificam para enzimas, como VP2 e VP3, nesses casos 0 esperado é que grande parte da molécula

permaneca conservada para garantir a fungéo protéica.

SUMMARY

Fourteen chicken anemia virus (CAV) strains were sequenced and analysed for phylogeny in Minas
Gerais, Brazil. Sequenced strains including 7 out of 32 strains of the poultry industry, 4 out of 11 of free-
range chickens, 2 out of 26 of commercial vaccines and one of a wild psittacine Forpus xanthopterygius.
The genetic characterization was based on analysis for nucleotide variations in the DNA region coding for
the VP2 and VP3 proteins. The obtained sequences were compared to the published sequences of
Cuxhaven-1 (Cux-1) CAV prototype strain. The deducted amino acids sequences were aligned to the
published amino acid composition for Cux-1. The nucleotide substitutions did not result in amino acid

change, except for position 153 of the VP1, changed from alanine to valine, both nonpolar amino acids.
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Such substitution has been considered in changes in the hability to produce cytopathic effect for MSB1 in

vitro. All strains sequences were similar to CAV sequences published previously. The host's immune

response or genetic diversity may impose selective forces for the emergence of amino acid changes in

mutants, and may render a protein impaired for its biological function, hence the virus not viable, or may

result in evolutive advantage and improved adaptation to the host cells.

INTRODUCAO

O virus da anemia das galinhas (Chicken
anemia virus — CAV) foi isolado pela primeira
vez no Japdo em 1979 (YUASA et al., 1979).
Desde entdo, sua presenca tem sido descrita em
criagBes comerciais em quase todo o mundo
(SCHAT, 2003). O CAV pertence a familia
Circoviridae, sendo o Unico representante do
género Gyrovirus (PRINGLE, 1999). E um
virus ndo envelopado com genoma de DNA fita
simples circular de aproximadamente 2,3 Kb
(TODD et al, 1990). O genoma do CAV
contém uma Unica regido promotora/enhancer e
trés genes. Durante a infec¢do nas células alvo o
CAV replica pela formagdo de um intermediario
de DNA dupla fita. A partir desta molécula
dupla fita um Gnico mRNA transcrito codifica
trés proteinas distintas: VP1, VP2 e VP3
(NOTEBORN, 2004). A VP1 com 51,6 kDa ¢ a
proteina  estrutural do  capsideo  viral
(NOTEBORN e KOCH, 1995). A VP2 com 24
kDa é uma fosfatase (PETERS et al., 2002). A
VP3 com 13,6 kDa, também chamada de
apoptina, é uma forte indutora de apoptose em
timocitos e células linfoblastdides de galinhas
(NOTEBORN et al., 1994). PETERS et al.,
2006, observaram que o transito de VP3 para o
nacleo, pode ser alterado por VP2 mutadas.

Assim a VP2 atuaria na fosforilagdo da VP3,

ativando-a e induzindo a apoptose celular.
Dessa forma tanto a VP3 como a VP2
contribuiriam para a patogenicidade de estirpes
de CAV (NOTEBORN, 2004).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma
técnica molecular que permite a deteccdo do
DNA do CAV de forma rapida e econdmica. O
sequenciamento e analise dos produtos da PCR
permite estabelecer relagdes filogenéticas entre
diferentes isolados e estirpes, auxiliando assim,
0 entendimento da biologia molecular e
epidemiologia do agente.

Neste trabalho avaliaram-se as relagcfes
filogenéticas entre diferentes estirpes de CAV,
tanto da avicultura industrial, como de aves de
subsisténcia, vacinas e aves da fauna,
disponibilizadas na rotina de diagnostico do
Setor de Doenga das Aves da Universidade
Federal de Minas Gerais.

O CAV caracteriza-se pela alta resisténcia a
inativacdo, transmissdo vertical e horizontal e
por produzir uma infecgdo persistente. A sua
presenca na avicultura industrial brasileira é
reconhecida e pode ter se iniciado com a
genética avicola e sementes de vacinas
importadas contaminadas até o inicio dos anos
90 (BARRIOS et al., submetido para publicacdo
2009a). A utilizacdo de vacinas vivas pode ter
disseminado o CAV para a avicultura de
subsisténcia (BARRIOS et al., submetido para
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publicacdo 2009b). Criadas na proximidade de
galinaceas, aves da fauna como o Forpus
estudado, poderiam abrigar o CAV o suficiente
para permitir a sua deteccdo em PCR
(BARRIOS et al., submetido para publicacdo
2009c).

MATERIAL E METODOS

Amostras

Nesse estudo foram utilizadas amostras (n=72)
de tecido de aves da avicultura industrial de 32
origens diferentes, 11 origens diferentes de aves
de subsisténcia (BARRIOS et al. submetido em
2009b), 26 vacinas de diversas empresas da
década de 90 e atuais (BARRIOS, et al.
submetido em 2009a) e uma de ave da fauna
(BARRIOS et al. submetido em 2009c). Os
tecidos coletados, timo e bago, foram
armazenados em tubos de 1,5ml e mantidos a —
20°C para posterior processamento, as vacinas
estavam lacradas e foram reconstituidas no
momento da extragdo de DNA. Como controle
positivo foi utilizada a vacina comercial AviPro
Thymovac® da empresa Lohman Animal
Health.

Tabela 1. Identificagdo das amostras positivas para CAV por
nested-PCR utilizadas no estudo filogenético.

Amostra Identificacéo

Aves industriais BH15, BH18, BH121, BH58,

BH67, BH68, BH206
Aves de subsisténcia BHO07, BH140, BH116, BH248
Ave da fauna BH115

Vacinas comerciais BH249, BH250

32

Extracdo de DNA total

A extragdo foi realizada pelo método descrito
por BOOM et al. (1999), por reacdo do material
bruto com iodeto de sddio (Nal) e captura do
acido nucléico em particulas de silica (diéxido
de silicio — Sigma Chemical Co., St. Louis,
Mo). O DNA aderido a silica foi eluido por
adicdo de 50ul de TE (5mM Tris-HCI pH 8,0,
0,5 mM EDTA pH 8,0) e estocado em freezer a
-20°C. As amostras de DNA total extraidas
foram analisadas e quantificadas por leitura
(260-280nm) em espectrofotdmetro (NanoDrop
ND-1000).

Nested- PCR

O DNA total extraido de cada amostra, foi
empregado como molde para a amplificagdo de
parte do genoma de CAV pela nested — PCR.
Foram  utilizados os  oligonucleotideos
iniciadores externos e internos descritos
previamente (CARDONA et al.; 2000),
respectivamente, O3F:. 5-(CAA GTA ATT
TCA AAT GAA CG)-3' e O3R: 3'-(TTG CCA
TCT TAC AGT CTT AT)-5' e N3: 5'-(CCA
CCC GGA CCA TCA AC)-3' e N4: 3-(GGT
CCT CAA GTC CGG CAC ATT C)-5. Na
primeira reacdo de amplificacdo, com volume
final de 50ul foram utilizados 200ng de DNA,
5ul de tampdo 10X (200mM Tris-HCI pH8,4,
500mM KCI — Invitrogen), 1ul de dNTP a
10mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP -
Invitrogen), 1,5ul de MgCl, a 50 mM
(Invitrogen), 1ul de cada iniciador externo a
10pmol, 0,2ul de Taq Polimerase a 5U/ul
(Platinum® Taq DNA Polymerase — Invitrogen)



e agua ultra pura g.s.p. As condicbes de
amplificagdo foram de um ciclo inicial de
desnaturacéo a 94°C por 5 minutos, seguida por
35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 45°C por 2 minutos e extensdo a
72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C por
10 minutos. A reacdo de nested-PCR foi
realizada com reagentes, concentracdes e
programa de amplificacdo empregados na
primeira reagdo, exceto para o produto da
primeira reacdo como DNA molde e 1pul de cada
um dos oligonucleotideos internos a 10pmol.
Para cada ensaio foram utilizados, como
controle positivo, 0 DNA extraido da vacina
comercial AviPro Thymovac® da empresa
Lohman Animal Health e como controle
negativo, a mistura de todos os reagentes exceto
0 molde de DNA. A visualizagdo dos resultados
das amplificagdes (produto de 388pb na
primeira reagdo e 211pb na segunda reacao) foi
realizada por eletroforese em gel de agarose a
1% em tampdo TBE 0,5X (100mM Tris-base
pH8,3, 25mM EDTA e 50mM 4&cido bérico)
corado com brometo de etideo e visualizado

com o auxilio de um transiluminador UV.

Purificagdo dos produtos de PCR para
sequenciamento

Os produtos amplificados foram purificados
utilizando o “Kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean — UP System” (Promega), segundo
recomendagdes do fabricante. Apdés a
purificacdo, as amostras foram quantificadas por
leitura em espectrofotdmetro (NanoDrop ND —
1000). Para determinar a eficiéncia da

purificacdo, 1pl de cada produto foi

homogeneizado com 1ul de tampdo corante de
amostra e em seguida analisado por separacdo
eletroforética em gel de agarose a 1% em
tampdo TBE 0,5X a temperatura ambiente sob
voltagem constante de 100V. O DNA purificado
de cada amostra foi estocado a —20°C até ser

utilizado para o sequenciamento.

Sequenciamento genético

O sequenciamento foi realizado pelo método de
dideoxinucleotideos, descrito por SANGER et.
al (1977), em um sequenciador automatico
capilar (Mega Bace® 1000, HEALTHCARE),
utilizando o Kit DyEnamic™ ET Dye
Terminator (Amersham Bioscience) de acordo
as condigdes de reacgdo e leitura indicadas pelo
fabricante. Aproximadamente 80ng do produto
de PCR purificado foram utilizados em cada
reacdo de sequenciamento utilizando os
iniciadores especificos de cada fragmento de
DNA. Cada amostra foi sequenciada em ambas
as direcbes da dupla fita, quantas vezes foi
necessario, até ser obtido um resultado com alta
taxa de certeza. As reacGes foram realizadas em
termociclador (Eppendorf 96-well
Mastercycler®), utilizando o seguinte ciclo:
desnaturacdo a 95°C por 25 segundos,
anelamento do iniciador a 42°C por 15
segundos, extensdo a 60°C por 3 minutos, sendo

esse ciclo repetido por 36 vezes.

Anélise computacional das sequéncias

Para analise da qualidade das bases de
nucleotideos dos eletroferogramas, obtidos pelo
sequenciamento das fitas senso e anti-senso, foi

utilizado o programa Phred (http://asparagin.
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cenargen.embrapa.br/phph/). O sequenciamento
de todas as repeticbes de cada amostra foi
utilizado para a montagem e visualizacdo da
sequéncia consenso  final utilizando a
ferramenta CAP3 do Phred. 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 BLASTn e BLASTX
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) do
pacote BLAST 2.0 (Basic Alignment Search
Tool) desenvolvido pelo NCBI foi utilizado para
a busca de similaridade entre os nucleotideos e
aminoacidos, respectivamente (ALTSCHUL et.
al, 1997).

Alinhamento das sequéncias

Os alinhamentos das sequéncias de nucleotideos
e sequéncias inferidas de aminoécidos foram
feitos com o auxilio dos programas Clustal W
versdo 1.6 implementado no programa
Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA 3.1/ www.megasoftware.net) verséo
3.1 para Windows e MultAlin (http://bioinfo.

genotoul.fr/multalin/multalin.html).

Anélises filogenéticas

Os alinhamentos de nucleotideos e aminoacidos,
do gene que codifica para a proteina VP2 do
genoma do CAV das amostras analisadas neste
trabalho, foram utilizados para a construgdo de
arvores filogenéticas com o auxilio do programa
MEGA 3.1 (www.megasoftware.net). Neste
mesmo programa, os dados foram submetidos

ao teste de confianga da topologia (“bootstrap™)
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com 1000 reamostragens, para testar o grau de
confiabilidade dos agrupamentos obtidos nas

arvores filogenéticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas sequéncias de CAV de 7
amostras de galinhas da avicultura industrial, 4
de galinhas de subsisténcia, 2 encontradas em
vacinas comerciais e uma obtida de ave da
fauna, testadas para CAV por nested-PCR e que
apresentaram o perfil eletroforético esperado.
Demonstrou-se alta qualidade dos
eletroferogramas das 14 amostras positivas por
nested — PCR e que foram sequenciadas.
Atribui-se esses resultados a utilizacdo de pares
de iniciadores altamente
(CARDONA et al., 2000) e na amplificacdo de

enzima polimerizadora de alta fidelidade. Na

especificos

busca da similaridade das sequéncias obtidas em
comparagdo com sequéncias disponibilizadas no
GenBank, encontrou-se identidade unicamente
com estirpes de CAV.

Para a construcdo da arvore filogenética foram
escolhidas sequéncias depositadas no GenBank
de estirpes de CAV originarias de regiGes
distintas,  geograficamente  distantes em
diferentes continentes, na tentativa de
estabelecer alguma relagdo geografica entre as
sequéncias obtidas nesse estudo e aquelas

depositadas (Fig.1).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.megasoftware.net/
http://www.megasoftware.net/

Figura 1. Analise filogenética da regido do genoma de CAV que codifica para as proteinas VP2 e VP3.
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Nota: Andlises realizadas pelo método neighbor-joining utilizando o programa Phylogenetic and Molecular

Evolutionary Analyses (MEGA version 3.1).

Os resultados obtidos ndo permitiram
estabelecer relacdo geogréfica entre as
sequéncias das estirpes avaliadas e as

sequéncias de CAV de diferentes partes do

mundo, concordando com os achados de
NOGUEIRA et al. (2007). FARKAS et al.
(1996) descreveram previamente resultados

similares e sugeriram que as altera¢cdes pontuais
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poderiam estar concentradas em regides nao
codificadoras do genoma, e que a estabilidade
genética poderia estar relacionada a manutengéo
da funcdo protéica (enzimética).

Considerando-se que apenas um sorotipo de
CAV ¢ conhecido, espera-se conservagao
genética na regido codificadora das proteinas
VP1, VP2 e VP3 entre as sequéncias gendmicas
de diferentes estirpes de CAV (MCNULTY, et
al., 1990), apesar da existéncia de varios grupos
genéticos com diferentes patogenicidades
(ISLAM, et al., 2002).
SPACKMAN et al.(2002 a e b), encontraram

diferencas antigénicas em uma estirpe de CAV,

Entretanto,

sugerindo a existéncia de um segundo sorotipo
de CAV e ressaltou a importancia de estudos
epidemioldgicos para entender a distribuicéo de
CAV no mundo.

O uso de vacinas atenuadas na avicultura
industrial, falhas na biosseguridade e a alta
resisténcia viral poderiam ser responsaveis pela
ampla distribuicdo de CAV nos plantéis. A
comparacédo das sequéncias obtidas nesse estudo
com uma sequéncia referéncia utilizada na
producdo de vacinas demonstrou uma alta
similaridade tanto na sequéncia de nucleotideos
quanto na de aminoacidos (Fig 2 e 3). Indicando
que o CAV presente tanto na avicultura

industrial, como na avicultura de subsisténcia,
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nas vacinas comerciais da década de 90 e na ave
da fauna devem possuir uma origem proxima.

As comparagbes dos alinhamentos de
nucleotideos com as sequéncias deduzidas de
aminoacidos demonstram que apesar das
estirpes BH115 e BH116 apresentarem pequena
diferenca na sequéncia de nucleotideos, que
acarretou a inclusdo dessas em um ramo
diferente da &rvore filogenética, formando um
novo agrupamento, essa alteracdo néo acarretou
mudanca de aminoacido. As estirpes avaliadas
apresentaram uma Unica substituicdo de
aminoacido de A (alanina) para V (valina) na
posicdo 153 (VP2), ambos aminoacidos
apolares. Os codons para alanina sdo GCU,
GCC, GCA e GCG e para valina GUU, GUC,
GUA e GUG. RENSHAW et al. (1996) e
NOGUEIRA et al. (2007), encontraram a
mesma substituicdo de aminodcido na mesma
posicdo de VP2 e relacionou essa alteracdo a
perda de tropismo de CAV pelas células de
linhagem MSB-1. Esse resultado reforca a
indicacdo de testes moleculares para o
diagndstico de CAV, uma vez que amostras
circulantes poderiam ndo ser isoladas em cultivo

celular.



Figura 2: Alinhamento de nucleotideos das amostras positivas para CAV em comparacdo com sequéncia depositada no GenBank de Cuxhaven-1, estirpe utilizada em vacinas
comerciais.

261 379

CUX1 CTCGAAGAAG CGATCCTGCG ACCCCTCCGA GTACAGGGTA AGCGAGCTAA AAGAAAGCTT GATTACCACT ACTCCCAGCC GACCCCGAAC CGCAAAAAGG CGTATAAGAC TGTAAGATG
D22 G.... T......... ...

=3 2 0 G.... T.........
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23 G. T.........
232 5 G.... T......... PN
1232 52 G.... T.. .. it i
23 2 P G.... T......... ...
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23 2 P G.... T........

23 2 L PP G.... Tttt
232 B A e e i e e G.... T.........
232 B A it e e G.... T......... .
232 G.... T......v ..

Figura 3: Alinhamento de aminodcidos da VP2 das amostras positivas para CAV em comparagdo com sequéncia depositada no GenBank de Cuxhaven-1, estirpe utilizada em
vacinas comerciais.
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CONSEeNSUS . ivvrnnne tenenennnn v
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Variagdes gendmicas em CAV foram detectadas
também por outros autores. SCOTT et al.
(2001) avaliaram estirpes atenuadas resistentes
a neutralizacdo com anticorpos monoclonais
especificos a estirpe Cuxhaven-1 de CAV, e
sugeriram que a atenuacdo observada poderia
estar associada a alteracdes na regido C-terminal
de VP2 e VP3. PETERS et al. (2007) atenuaram
estirpes de CAV através de mutagBes sitio
dirigidas no gene que codifica para a VP2,
demonstrando que a VP2 é importante para a
patogenicidade de CAV. FARKAS et al. (1996)
haviam encontrado mudancas de posicBes de
seis amino&cidos na por¢do C-terminal de VP3
e quatro alteracBes na porcdo C-terminal de
VP2. Este estudo indicou ainda que metade da
regido N-terminal de VP3 e trés quartos da
regido N-terminal da VP2 sdo conservadas e
que isso poderia estar relacionado a manutencao
da funcdo protéica, no entanto ndo realizou
nenhum  estudo de  comparagdo  de
patogenicidade entre as diferentes estirpes. As
funcBes enzimaticas exercidas por VP2 e VP3
sd0 essenciais, respectivamente, a montagem
das novas geracdes do virion e desvio da funcéao
genética celular para a replicagdo do CAV, que
resulta em morte celular programada.

A existéncia de sorotipo Unico de CAV poderia
sugerir conservacdo na composicdo de
aminodcidos, especialmente importante para a
conservagdo das fungBes hiologicas das
proteinas. A alteracdo observada nesse estudo
parece ndo acarretar alteracbes na funcdo
protéica uma vez que um aminoécido neutro foi

substituido por outro de mesmo caréter.
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CAPITULO IV

DIAGNOSTICO MOLECULAR DO VIRUS DA ANEMIA DAS GALINHAS EM Forpus
xanthopterygius — PERIQUITO TUIM

[Molecular diagnosis of chicken anemia virus infection in Blue-Winged Parrotlet Forpus
xanthopterygius]

RELATO DE CASO

O virus da anemia infecciosa das galinhas
(CAV) foi primeiramente descrito no Japéo
(YUASA et al., 1979), em galinhas jovens com
anemia e atrofia de timo e medula éssea, e
desde entfo tem sido descrito em todo o mundo
(SCHAT, 2003), incluindo o Brasil
(BRENTANO et al., 1991). O CAV pertence a
familia  Circoviridae, género  Gyrovirus
(PRINGLE, 1999), contém genoma de DNA fita
simples circular e é ndo envelopado (TODD et
al., 1990). E transmitido tanto vertical como
horizontalmente (ROSENBERGER & CLOUD,
1989) e a galinha é o Unico hospedeiro
conhecido (TODD, 2004). Estudos
epidemioldgicos em todo o mundo indicam que
0 CAV esta amplamente distribuido em galinhas
e frangos-de-corte industriais. No Brasil,
estudos em aves de producdo demonstraram
indices de 92% (BRENTANO et al., 2000),
100% (CANAL et al., 2004) e 97.2% (GOMES
et al., 2005) para sorologia positiva.

O nested — PCR para a detecgdo do DNA de
CAV ¢é uma ferramenta que demonstra
sensibilidade maior que o PCR convencional
(IMAL, et al., 1998; CARDONA et al., 2000;
SIMIONATTO et al., 2005).

Nesse estudo foram avaliadas amostras de bago
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e timo de aves silvestres, incluindo os
psitacideos nativos papagaio-verdadeiro
(Amazona aestiva), papagaio-de-peito-roxo
(Amazona vinacea), arara-azul (Anodorhynchus
hyacinthinus), papagaio-do-mangue (Amazona
amazonica), arara-canindé (Ara ararauna),
ararajuba (Guarouba guarouba), aratinga-sol
(Aratinga solstitialis), maitaca-roxa (Pionus
fuscus), jandaia verdadeira (Aratinga jandaya),
aratinga-aurea (Aratinga aurea), marianinha
(Pionites  leucogaster),  periquito-maracana
(Aratinga leucophtalma) e tuim (Forpus
xanthopterygius), os psitaciceos exdticos Ring-
neck (Psittacula krameri) e agapornis de
Fischer (Agapornis fischeri), os Passeriformes
nativos, canario da terra (Sicalis flaveola) e
exotico canario-Belga (Serinus canaria), o0s
Falconiformes nativos, quiri-quiri  (Falco
sparverius), gavido-carijo (Rupornis
magnirostris), carcara (Caracara plancus) e
uruba (Coragyps atratus) e Columbiformes,
pombo doméstico (Columba livia outras
espécies que ndo galinhas ndo tem sido
realizada e o papel de outras espécies na
formadomestica), todos 6rgdos obtidos de aves
que vieram a 6bito em triagem ou oObitos de aves
criatérios conservacionistas. A extracdo do

DNA total dos tecidos foi realizada pelo método



descrito por BOOM et al. (1990) e estocado em
freezer a -20°C. As amostras de DNA total
extraidas foram analisadas e quantificadas por
leitura em espectrofotdmetro NanoDrop ND-
1000. Para a nested - PCR foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores  externos e
internos descritos previamente por CARDONA
et al. (2000). Iniciadores externos:O3F; 5'-
(CAA GTA ATT TCA AAT GAA CG)-3' e
O3R: 3-(TTG CCA TCT TAC AGT CTT AT)-
5'. Iniciadores internos: N3: 5'-(CCA CCC GGA
CCA TCA AC)-3' e N4: 3'-(GGT CCT CAA
GTC CGG CAC ATT C)-5'. Na primeira reagao
de amplificacdo, com volume final de 50ul
foram utilizados: 200ng de DNA, 5ul de
tampéo 10X (200mM Tris-HCI pH8,4, 500mM
KCI — Invitrogen), 1ul de dNTP a 10mM
(dATP, dTTP, dCTP e dGTP - Invitrogen),
1,5ul de MgCl, a 50 mM (Invitrogen), 1ul de
cada iniciador externo a 10pmol, 0,2ul de Taq
Polimerase a 5U/ul (Platinum® Tag DNA
Polymerase — Invitrogen) e agua ultra pura
g.s.p. As condicBes de amplificacdo foram de
um ciclo inicial de desnaturacdo a 94°C por 5
minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacéo
a 94°C por 1 minuto, anelamento a 45°C por 2
minutos e extensdo a 72°C por 1 minuto, além
de uma extenséo final a 72°C por 10 minutos.

A reacdo de 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 concentracGes
utilizadas foram as mesmas descritas para a

primeira reacdo, assim como o programa de

ampificacdo. Para cada ensaio foi utilizado
como controle positivo o DNA extraido da
vacina comercial AviPro Thymovac® da
empresa Lohman Animal Health. Foi utilizado
também um controle negativo contendo todos os
reagentes sem a inclusdo de uma amostra de
DNA. A \visualizagdo dos resultados das
amplificagcBes (produto de 388pb na primeira
reacdo e 211pb na segunda reacéo) foi realizada
por eletroforese em gel de agarose a 1% em
tampdo TBE 0,5X (100mM Tris-base pH8,3,
25mM EDTA e 50mM acido bdrico) corado
com brometo de etideo e visualizado com o
auxilio de um transiluminador UV.

As amostras testadas apresentaram o perfil
eletroforético esperado, tanto na primeira
quanto na segunda amplificacdo. Para a
confirmagdo dos resultados obtidos por nested-
PCR, foi realizada a avaliagcdo da sequéncia de
nucleotideos do produto gerado, para isso, 0S
produtos amplificados foram  purificados
utilizando o “Kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean — UP System” (Promega), segundo
recomendagbes do fabricante. Apés a
purificacdo, as amostras foram quantificadas por
leitura em espectrofotdmetro (NanoDrop ND —
1000). Para determinar a eficiéncia da
purificacdo, 1ul de cada produto foi
homogeineizado com 1ul de tamp&o corante de
amostra e em seguida analisado por separacdo
eletroforética em gel de agarose a 1% em
tampdo TBE 0,5X & temperatura ambiente sob
voltagem constante de 100V. O DNA purificado
de cada amostra foi estocado a —20°C até ser
utilizado para o sequenciamento. O

sequenciamento foi realizado pelo método de
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dideoxinucleotideos, descrito por SANGER et
al. (1977), em um sequenciador automético
capilar (Mega Bace® 1000, HEALTHCARE),
utilizando o Kit DyEnamicTM ET Dye
Terminator (Amersham Bioscience) de acordo
as condicdes de reacdo e leitura indicadas pelo
fabricante. Aproximadamente 80ng do produto
de PCR purificado foram utilizados em cada
reacdo de sequenciamento utilizando o0s
iniciadores especificos. Cada amostra foi
sequenciada em ambas as dire¢des da dupla fita,
quantas vezes foi necessério, até ser obtido um
resultado com alta taxa de certeza. A reagdo de
sequenciamento foi realizada em termociclador
(Eppendorf 96-well Mastercycler®), utilizando
0 seguinte ciclo: desnaturacdo a 95°C por 25
segundos, anelamento do iniciador a 42°C por
15 segundos, extensdo a 60°C por 3 minutos,
sendo esse ciclo repetido por 36 vezes. Para
andlise da qualidade das bases de nucleotideos
dos eletroferogramas, obtidos pelo
sequenciamento das fitas senso e anti-senso, foi
utilizado o programa Phred (http://asparagin.
cenargen.embrapa.br/phph/). O sequenciamento
de todas as repetices de cada amostra foi
utilizado para a montagem e visualizacdo da
sequéncia consenso  final utilizando a
ferramenta CAP3 do Phred. Todas as
sequéncias finais geradas foram comparadas
com sequéncias disponiveis no banco de dados
do “National Center for Biotechnology
Information” (NCBI -
http://www.ncbi.nim.nih.gov/). O algoritmo
BLASTnN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST/) do pacote BLAST 2.0 (Basic

Alignment Search Tool) desenvolvido pelo
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NCBI foi utilizado para a busca de similaridade
entre os nucleotideos (ALTSCHUL et. al,
1997).

Confirmou-se que a sequéncia gerada nesse
estudo (amplicon de DNA obtido de tuim)
apresentou  similaridade unicamente com
sequéncias de CAV depositadas no GenBank,
confirmando dessa maneira 0s resultados
obtidos na nested-PCR. O tuim era de criatério
comercial em que, juntamente com as aves
nativas, criam-se galinhas em condicBes de
proximidade e com intercAmbio de tratadores e
fomites. A avaliacdo anatomopat6ldgica do tuim
desse estudo demonstrou um quadro de
hemorragia generalizada com a presenca de
vesiculas  hemorragicas na moela, rins
aumentados de volume e grande infecgdo por
Blastociystis no lumen intestinal. Os resultados
obtidos alertam para a necessidade de maiores
estudos quanto a ocorréncia de CAV em
espécies de aves em convivio com galinhas. A
eventual relevancia de CAV necessita ser
determinada na espécie Forpus xanthopterygius.
Entretanto, ndo parecem ser importantes as
espécies nativas, tendo em vista que a maioria
das espécies estudadas terem resultado
negativas. Este € o primeiro relato de deteccdo
do genoma de CAV em ave da fauna. Varios
virus da famila Circoviridae vem sendo
detectados em aves associado a diferentes
patologias, incluindo o virus da doenca do bico
e da pena de psitacideos (PBFDV), circovirus
de pombo (PiCV) e vérios agentes parecidos
com circovirus em canarios, pombas, gaivotas,
avestruz e gansos (TODD, 2000). No entanto o

CAV é um membro um pouco diferente, possui


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/%20BLAST/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/%20BLAST/
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genoma ligeiramente maior que os demais e
organizacdo génomica distinta, sendo o Unico
representante do género Gyrovirus.

Neste estudo molecular a sequéncia obtida
identidade  de

unicamente com CAV, ndo apresentando

apresentou nucleotideos

homologia com nenhum outro membro da

familia Circoviridae.
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CAPITULO V

DETECGCAO DO GENOMA DO VIRUS DA ANEMIA INFECCIOSA DAS GALINHAS
EM VACINAS AVICOLAS COMERCIAIS NO BRASIL

[Detection of chicken anemia virus genome in commercial poultry virus vaccines in Brazil]

RESUMO

Vacinas comerciais para a avicultura industrial produzidas nas décadas de 90 e atual foram avaliadas para
a contaminagdo com o virus da anemia infecciosa das galinhas (CAV). A investigacdo objetivou
estabelecer a potencial correlagdo entre a presenca do CAV em imunobioldgicos e sua ampla distribuicdo
na avicultura brasileira. Foram avaliadas 26 vacinas comerciais produzidas por diferentes laboratérios. O
CAV foi detectado em cinco vacinas, incluindo de produgdo embrionaria (contra a doenca de Newcastle e
encefalomielite aviéria) e de cultivo primério (doenga de Marek), todas da década de 90 (1991-1996) e
em nenhuma da década atual. A presenga do CAV em vacinas vivas comerciais para a avicultura foi
considerada decisiva para a alta disseminacao do virus tanto para as aves da avicultura industrial, como da

avicultura de subsisténcia e eventualmente aves da fauna.

SUMMARY

Commercial vaccines produced for the poultry industry during the 90 and present decades were evaluated
for the contamination with chicken anemia virus (CAV). Twenty-six vaccines of different manufacturers
were evaluated by nested-PCR. Five vaccines were positive for CAV, all produced in the 90's (1991-
1996), including embryonic viruses (Newcastle disease, avian encephalomyelitis) and primary cell
monolayer vaccine (HVT against Marek's disease). The contaminated vaccines could also have been
available for the free-range chickens. No recently produced vaccine was positive for CAV. The findings
of CAV contaminated vaccines were considered decisive for the widespread occurrence of CAV in the
brazilian poultry industry and, including free-range chickens and eventual avian fauna, may have shaped

the pattern of its epidemiology.

INTRODUCAO

O virus da anemia infecciosa das galinhas
(Chicken anemia virus — CAV) foi isolado pela
primeira vez no Japdo em 1979 (YUASA et al.,
1979). Desde entdo, sua presenca tem sido

descrita em criagBes comerciais em quase todo
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0 mundo (SCHAT, 2003). No Brasil o primeiro
isolamento foi realizado por BRENTANO et al.
(1991). O CAV pertence a familia Circoviridae,
sendo o0 Unico representante do género
Gyrovirus  (PRINGLE, 1999), altamente
resistente a desinfeccdo (TODD, 2000), nado



envelopado e com genoma de DNA fita simples
circular de aproximadamente 2,3 Kb (TODD et
al.,, 1990) que codifica para trés proteinas
distintas, a VP1 (51,6 kDa), a proteina estrutural
do capsideo viral (NOTEBORN e KOCH,
1995), VP2 (24 kDa), uma fosfatase (PETERS
et al., 2002) e VP3 (13,6 kDa), a apoptina, forte
indutora de apoptose em timdcitos e células
linfoblastdides de galinhas (NOTEBORN et al.,
1994).

Diferentes estudos detectaram CAV em plantéis
de aves livre de patégenos especificos (SPF -
Specific Pathogen Free), que eram mantidas em
um programa rigido de biosseguridade
(CARDONA et al., 2000, KULKARNI e
FADLY, 2003). Plantéis SPF sdo muito
utilizados por empresas farmacéuticas para a
producdo de imunobiolégicos produzidos em
ovos embrionados. Na avicultura muitas das
vacinas comercializadas sdo produzidas por
passagens consecutivas em ovo embrionado.
Esses plantéis sdo testados constantemente para
a presenga de diferentes agentes, porém como
na década de 90 muitas empresas ndo testavam
seus lotes para CAV, resolvemos testar vacinas
de diferentes empresas na tentativa de isolar
CAV.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram avaliadas partidas vacinais de diferentes
laboratérios, produzidas na década de 90 e
recentes, totalizando 26 amostras diferentes.
Todas as vacinas utilizadas no estudo estavam

conservadas a —20°C e lacradas tendo sido

reconstituidas no momento da extracdo de
DNA. Como controle positivo foi utilizada a
vacina comercial AviPro Thymovac® da
empresa Lohman Animal Health. As amostras
utilizadas no  presente  estudo  foram
armazenadas no setor de Doengas das Aves, do
Departamento de  Medicina  Veterinaria
Preventiva, da Escola de Veterinaria da

Universidade Federal de Minas Gerais.

Extracdo de DNA total

A extragdo foi realizada pelo método descrito
por BOOM et al. (1999), através da reacdo do
material bruto com iodeto de sodio (Nal) e
adesdo do &cido nucléico extraido em particulas
de silica (didxido de silicio — Sigma Chemical
Co., St. Louis, Mo). O DNA aderido a silica foi
eluido por adicdo de 50ul de TE (5 mM Tris-
HCI pH 8,0, 0,5 mM EDTA pH 8,0) e estocado
em freezer a -20°C. As amostras de DNA total
extraidas foram analisadas e quantificadas por
leitura em espectrofotdbmetro NanoDrop ND-
1000.

Nested- PCR

O DNA total extraido de cada amostra foi
empregado como molde para a amplificagdo de
parte do genoma de CAV pela nested—PCR.
Foram  utilizados os  oligonucleotideos
iniciadores externos e internos descritos
previamente por CARDONA et al., 2000,
respectivamente, O3F: 5'-(CAA GTA ATT
TCA AAT GAA CG)-3' e O3R: 3'«(TTG CCA
TCT TAC AGT CTT AT)-5' e N3: 5'-(CCA
CCC GGA CCA TCA AC)-3' e N4: 3-(GGT
CCT CAA GTC CGG CAC ATT C)-5. Na
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primeira reacdo de amplificacdo, com volume
final de 50pul foram utilizados 200ng de DNA,
5ul de tampdo 10X (200mM Tris-HCI pH8,4,
500mM KCI — Invitrogen), 1ul de dNTP a
10mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP -
Invitrogen), 1,5ul de MgCl, a 50 mM
(Invitrogen), 1ul de cada iniciador externo a
10pmol, 0,2ul de Tagq Polimerase a 5U/ml
(Platinum® Taq DNA Polymerase — Invitrogen)
e 4agua ultra pura g.s.p. As condi¢bes de
amplificagdo foram de um ciclo inicial de
desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguida por
35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 45°C por 2 minutos e extenséo a
72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C por
10 minutos. A reacdo de nested-PCR foi
realizada com reagentes, concentracdes e
programa de amplificacdo empregados na
primeira reacdo, exceto para o produto da
primeira reacdo como DNA molde e 1ul de cada
um dos oligonucleotideos internos a 10pmol.
Para cada ensaio foram utilizados, como
controle positivo, 0 DNA extraido da vacina
comercial AviPro Thymovac® (Lohman Animal
Health) e como controle negativo, a mistura de
todos os reagentes exceto o molde de DNA. A
visualizagcdo dos resultados das amplificacdes
(produto de 388pb na primeira reagdo e 211pb
na segunda reacdo) foi obtida por eletroforese
em gel de agarose a 1% em tampdo TBE 0,5X
(100mM  Tris-base pH8,3, 25mM EDTA e
50mM acido bérico) corado com brometo de
etideo e visualizado com o auxilio de um

transiluminador UV.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 26 amostras testadas por nested—PCR,
cinco apresentaram o padrdo eletroforético
esperado para CAV, tanto na primeira reacdo
quanto na segunda. A tabela 1 apresentam-se os
detalhes das amostras e resultados obtidos nesse

estudo.

Tabela 1: Pesquisa de CAV por nested-PCR em vacinas

avicolas comerciais.

Més/Ano'  Agente vacinal® Laboratorio® Resultado

Jan/91 Newcastle A Positivo

Maio/92  Newcastle A Positivo

Jan/94 Encefalomielite A Positivo

Fev/96 Marek B Positivo

Jul/96 Marek C Positivo

Dez/91 Bronquite C Negativo
Dez/92 Bronquite B Negativo
Jan/95 Bronquite H Negativo
Set/97 Bronquite B Negativo
Set/97 Bronquite B Negativo
Nov /98  Gumboro B Negativo
Dez /98  Gumboro B Negativo
Dez/98 Bronquite B Negativo
Set/01 Bronquite F Negativo
Fev/02 Bronquite D Negativo
Maio/04  SQP* C Negativo
Jul/o4 Gumboro C Negativo
Jul/04 Newcastle C Negativo
Ago/04 Bronquite C Negativo
Nov/04 Newcastle D Negativo
Mar/05 Bronquite D Negativo
Maio/05  Encefalomielite C Negativo
Jun/05 Newcastle E Negativo
Ago/05 Newcastle D Negativo
Ago/05 Encefalomielite e G Negativo

bouba aviaria
Set/05 Bronquite/Coriza/SQP* D Negativo

Notas: 1. Data da fabricacdo; 2. Agente etioldgico da vacina
comercial; 3. Principais laboratérios fabricantes de vacinas
aviarias no Brasil, codificados de A a H; 4. Vacina inativada

e em emulsdo oleosa.



Pelos resultados apresentados na tabela, pode-se
perceber que a contaminacdo de vacinas vivas
comerciais ocorreu até 1996 no Brasil.
Nenhuma vacina mais recente apresentou
contaminagdo por CAV detectavel, incluindo
laboratérios previamente positivos, indicando
uma melhora sanitaria dos plantéis de galinhas
livres de patdgenos especificos (SPF, do inglés
specific pathogen free).

Durante a década de 90 houve grande avango
em metodologias de diagndstico e de pesquisa
em CAYV, incluindo ensaios rapidos, altamente
especificos e sensiveis, como 0s
imunoenzimaticos (ELISA) e moleculares
(PCR). Com os novos métodos de diagnostico
procedeu-se sua erradicacdo de CAV dos
plantéis SPF. Assim, os plantéis SPF destinadas
a producdo de insumos para imunobiol6gicos
atingiram, apenas durante os anos de 90, o
status de qualidade como isentos de CAV.
Obviamente, como galinhas adultas apresentam
infeccdo  subclinica e por transmitirem
verticalmente CAV, torna-se fundamental o
teste regular destes plantéis para monitoragéo do
status para CAV.

Neste periodo ocorreu também grande
transformagdo no mercado de vacinas, com a
entrada de novas empresas, incorporacfes e
fusbes que podem ter promovido maior
dinamismo e modernizacdo ao setor. Os
avancos foram também significativos nas
normas técnicas e recomendacgdes de agéncias
internacionais (OIE - Office International des
Epizooties, Organizacdo Mundial de Salde
Animal) e nacionais (Ministério da Agricultura)

e certificagcGes de qualidade de boas praticas de

diagndstico. A certificacdo e registro de
imunobioldgicos, incluindo os procedimentos
de diagndstico, passaram no Brasil por
normalizacdo que exigiu adequacdo de todos 0s
envolvidos com o setor avicola. O Sistema de
Vigilancia Internacional-
VIGIAGRO, a Secretaria de Defesa Animal e o

Programa Nacional de Sanidade Avicola

Agropecudria

(PNSA), com as exigéncias do mercado avicola
internacional, em que o Brasil tem posicdo
privilegiada como exportador, passaram neste
periodo a ser exigidos como fiadores da
qualidade sanitéria.

Todas as vacinas examinadas foram produzidas
com insumos de plantéis SPF, em embrides ou
em monocamadas de células (fibroblastos)
cultivadas in vitro para a replicacdo viral. Duas
das vacinas positivas contra a doenga de Marek
sdo derivadas da estirpe HVT FC126 replicada
em fibroblastos. As estirpes vacinais contra a
doenca de Newcastle (LaSota) e
Encefalomielite (Van Roekel), sdo replicadas
em ovos SPF embrionados. Trés aspectos
podem ter sido determinantes da contaminagao
por CAV nas vacinas (1) presenca da infeccdo
nos reprodutores SPF geradores de embrides,
(2) falta de monitoracdo especifica para CAV
nos plantéis SPF e (3) a falta de controle de

qualidade da vacina produzida.
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CAPITULO VI

OCORRENCIA DO VIRUS DA ANEMIA INFECCIOSA DAS GALINHAS NA
AVICULTURA DE SUBSISTENCIA DA REGIAO METROPOLITANA DE BELO
HORIZONTE, MINAS GERAIS.

[Occurrence of chicken anemia virus in free-range chickens of the metropolitan region of

Belo Horizonte, Minas Gerais]

RESUMO

O virus da anemia infecciosa das galinhas (chicken anemia virus — CAV) esta descrito em galinhas da
avicultura industrial brasileira desde 1991. Entretanto, estudos ndo foram conduzidos em avicultura de
subsisténcia, aves que poderiam ter importancia estratégica em uma eventual condicdo de reservatdrio.
Com o objetivo de avaliar preliminarmente a ocorréncia do CAV em galinhas de subsisténcia, como parte
de um estudo amplo no Estado, aves da regido metropolitana de Belo Horizonte — MG, foram
pesquisadas. Uma nested-PCR para a pesquisa de regido do genoma de CAV descrito previamente foi
empregado. Vinte (20) amostras de timo e baco de aves submetidas a rotina de diagnéstico no Setor de
Doencas das Aves da Universidade Federal de Minas Gerais foram avaliadas. Em 6/20 (33%) das aves foi
detectado o genoma de CAV. A presenca de CAV e seu carater imunodepressor podem representar um
transtorno adicional a saide das aves. A confirmacdo de CAV na avicultura de subsisténcia alerta para o
trénsito do CAV entre os diferentes sistemas de producdo. A infecgdo por CAV pode ter chegado a
avicultura de subsisténcia a partir de galinhas e frangos industriais em transito/transporte para centrais de
processamento ou descarte, por convivio ou proximidade com aves industriais, por vacinas contaminadas
com CAV e por vacinagdo contra a anemia infecciosa das galinhas nas aves industriais, entre outros,
embora a infeccdo possa também ter ocorrido de forma independente e por estirpes distintas e exclusivas

dessa avicultura.
SUMMARY
The chicken infectious anemia virus is described in the brazilian poultry industry since 1991. However,

despite the potential importance of the subsistence chickens, studies were not conducted in the free-range

chickens. In order to initiate a broader study on free-range chickens, a preliminary investigation was
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conducted in chickens of the metropolitan region of Belo Horizonte. A previously described nested-PCR

protocol was employed. Six out of twenty (6/20, 33%) chickens (spleen and thymus) were positive for

CAV. The presence of CAV in free-range chickens may be of importance in regards to the epidemiology

of chicken infectious anemia. However, the origin of free-range chicken CAV is uncertain. The industrial

chickens have received live vaccines contaminated with CAV during the decades of 1980 and mid-1990,

and more recently a few flocks were vaccinated with the attenuated CAV vaccine. The possibility exists

that the infection was originated from the industrial chickens, although it might have occurred

independently with exclusive strains.

INTRODUCAO

O virus da anemia infecciosa das galinhas
(chicken anemia virus — CAV) foi isolado pela
primeira vez no Japdo em 1979 (YUASA et al.,
1979). Desde entdo, sua presenga tem sido
descrita em criagbes comerciais em quase todo
0 mundo (SCHAT, 2003). Pertence a familia
Circoviridae, sendo o Unico representante do
género Gyrovirus (PRINGLE, 1999). Os virus
dessa familia sdo muito resistentes, tendo
permanecido vidveis mesmo quando tratados a
70°C por 15 minutos e pH 3,0 (ALLAN et al.,
1994). Sdo muito resistentes no ambiente, o que
interfere diretamente na epidemiologia e no
controle das doencgas causadas por eles (TODD,
2000).

O CAV é um virus ndo envelopado com
genoma de DNA fita simples circular de
aproximadamente 2,3 Kb (TODD et al., 1990).
Seu genoma codifica para trés proteinas
distintas, a VP1 com 51,6 kDa é a proteina
estrutural do capsideo viral (NOTEBORN e
KOCH, 1995). A VP2 com 24 kDa é uma
fosfatase (PETERS et al., 2002) e a VP3 com

13,6 kDa, tambhém chamada de apoptina, é uma
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forte indutora de apoptose em timdcitos e
células linfoblastéides de galinhas
(NOTEBORN et al., 1994).

Um estudo de prevaléncia realizado por
BRENTANO et al. (2000), indicou que 92%
das matrizes pesadas testadas apresentaram
anticorpos anti-CAV, demonstrando a alta
prevaléncia desse virus na avicultura industrial
brasileira. CANAL et al. (2004), verificaram
que 100% dos lotes de matrizes analisados
tiveram pelo menos uma ave soro positiva,
reforcando a alta prevaléncia e distribuicdo do
virus no Brasil. Em Minas Gerais, GOMES et
al. (2005) demonstraram que 97,2% das
matrizes de uma linhagem pesada da avicultura
industrial apresentaram sorologia positiva para
CAV (ELISA) a partir da 172 semana de idade.
No Brasil ndo se conhece a situacdo sanitaria da
avicultura de subsisténcia para CAV, entretanto,
em outros paises, estudos foram conduzidos. Na
Nigéria, o genoma de CAV foi detectado no
soro de 9 em 12 galinhas de fundo de quintal,
com diferencas na sequéncia nucleotidica do
produto de PCR em comparagdo com CAV de
aves industriais (OLUWAYELU e TODD,

2008). No Equador, anticorpos especificos para



0 CAV foram detectados (n=100) com 90% de
soropositividade (HERNANDES-DIVERS et
al., 2006).

O CAV dissemina-se tanto horizontalmente
como verticalmente. A transmissdo horizontal
acontece via rota fecal-oral, embora a infeccéo
via trato respiratdrio tenha sido demonstrada em
aves infectadas experimentalmente
(ROSENBERGER e CLOUD, 1989).

No campo, a doenca aguda ocorre
principalmente em aves jovens de 10 a 14 dias
de idade infectadas verticalmente (YUASA et
al., 1987). Aves mais velhas (puberdade e
adultas) sdo susceptiveis a replicagdo viral, mas
ndo desenvolvem sinais clinicos (VON
BULOW, 1991). A doenga é caracterizada por
aumento da mortalidade, reducdo do ganho de
peso, anemia, aplasia da medula éssea, reducao
do  hematécrito e atrofia  do  timo
(ROSENBERGER e CLOUD, 1998). O quadro
de imunodepressao apresentado pelas aves pode
predispor as lesdes de pele com contaminagéo
bacteriana secundaria e dermatite gangrenosa,
além de interferir negativamente na resposta
vacinal contra diferentes agentes (TODD,
2004).

No Brasil a avicultura de subsisténcia apresenta
importante papel s6cio-econdmico,
principalmente para as camadas menos
favorecidas da populagdo. E conhecido que esse
tipo de criagdo é formado por pequenos
produtores que ndo utilizam medidas de
biosseguridade em suas criagfes, misturando
animais de diferentes origens e diferentes idades
em um mesmo ambiente. A avicultura de

subsisténcia na regido pesquisada caracteriza-se

em sua maior parte por criacdo urbanizada e
restrita, ~comércio ndo  regulamentado,
alimentacdo néo balanceada, ndo vacinagéo,
variadas linhagens caipiras hibridas e puras e
ocorréncia de diversas infeccGes e doengas
(micoplasmoses, coriza infecciosa, doenca de
Marek, colibaciloses, leucose linféide, bouba
aviaria e coccidioses).

A presenca de CAV originario da avicultura
industrial na avicultura de subsisténcia poderia
indicar a existéncia de algum papel das aves de
subsisténcia na epidemiologia da anemia
infecciosa das galinhas e ressaltar a necessidade
de se investigar as formas de transmisséo entre
estas atividades. De outra forma, a
caracterizacao de estirpes de CAV como tipicas
da avicultura de subsisténcia, poderia indicar a
circulacdo natural e independente das infeccGes
por CAV nesta avicultura. Na eventualidade de
as estirpes serem caracterizadas como
originarias da avicultura industrial, essas aves
poderiam exercer um papel de sentinelas da
circulagdo de CAV originario da avicultura
tecnificada, tanto para estirpes selvagens como
vacinais. Ao revelar-se preliminarmente o status
da avicultura de subsisténcia quanto a infeccao
por CAV, as informacfes poderiam ser
disponibilizadas para a implantacdo de estudos e
projetos de vigilancia mais amplos. No presente
trabalho, tentou-se tracar um paralelo entre a

presenca do CAV nos dois tipos de produgéo.

o1



MATERIAL E METODOS

Amostras

Para essa pesquisa foram avaliadas amostras de
tecidos de galinhas de subsisténcia de 20
origens diferentes, de diversos pontos da regido
metropolitana de Belo Horizonte - MG,
encaminhadas ao Setor de Doencas das Aves da
Universidade Federal de Minas Gerais para
diagnostico. As aves foram necropsiadas e o
timo e bago coletados em tubos de 1,5ml e
mantidos a —20°C para posterior processamento.
Como controle positivo foi utilizada a vacina
comercial AviPro Thymovac® da empresa

Lohman Animal Health.

Extracéo de DNA total

A extragdo foi realizada pelo método descrito
por BOOM et al. (1999), através da reacdo do
material bruto com iodeto de sddio (Nal) e
adesdo do &cido nucléico extraido em particulas
de silica (diéxido de silicio — Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO). O DNA aderido a silica foi
eluido por adicdo de 50ul de TE (5 mM Tris-
HCI pH 8,0, 0,5 mM EDTA pH 8,0) e estocado
em freezer a -20°C. As amostras de DNA total
extraidas foram analisadas e quantificadas por
leitura (260-280nm) em espectrofotdmetro
NanoDrop ND-1000.

Nested- PCR

O DNA total das amostras foi empregado como
molde para a amplificacdo de parte do genoma
de CAV pela nested — PCR. Foram utilizados
oligonucleotideos descritos previamente por
CARDONA et al. (2000), iniciadores externos:

52

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. Na
primeira reacdo de amplificacdo, com volume
final de 50ul foram utilizados: 200ng de DNA,
5ul de tampdo 10X (200mM Tris-HCI pH8,4,
500mM KCI — Invitrogen), 1ul de dNTP a
10mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP -
Invitrogen), 1,5ul de MgCl, a 50 mM
(Invitrogen), 1ul de cada iniciador externo a
10pmol, 0,2ul de Taq Polimerase a 5U/ul
(Platinum® Taq DNA Polymerase — Invitrogen)
e éagua ultra pura g.s.p. As condigdes de
amplificacdo foram de um ciclo inicial de
desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguida por
35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 45°C por 2 minutos e extensdo a
72°C por 1 minuto, além de uma extensao final
a 72°C por 10 minutos.

A reacdo de 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 concentracGes
utilizadas foram as mesmas descritas para a
primeira reacdo, assim como o programa de
amplificacdo. Para cada ensaio foi utilizado
como controle positivo o DNA extraido da
vacina comercial AviPro Thymovac® (Lohman
Animal Health). Foi utilizado também um
controle negativo contendo todos os reagentes
sem a inclusdo de uma amostra de DNA. A

visualizacdo dos resultados das amplificagdes



(produto de 388pb na primeira reacdo e 211pb
na segunda reacéo) foi realizada por eletroforese
em gel de agarose a 1% em tampdo TBE 0,5X
(100mM  Tris-base pH8,3, 25mM EDTA e
50mM acido boérico) corado com brometo de
etideo e visualizado com o auxilio de um

transiluminador UV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 20 amostras testadas por nested — PCR, seis
apresentaram o padrdo eletroforético esperado,
tanto na primeira reacdo quanto na segunda.
Todas as aves positivas apresentavam gueda no
desempenho e outros problemas sanitarios.

Os dados apresentados a Tab. 1 demonstram
que, todas as aves positivas por nested — PCR
para CAV apresentaram estado de doenca, com
etiologias variadas associadas, porém, as
amostras negativas para CAV, também
apresentaram  problemas sanitarios.  Esta
informacdo pode significar que, embora CAV
possa ter papel na imunodepressdo das aves
examinadas, a diferenca ndo estd expressa
quanto a higidez, tendo em vista a ampla
variedade de desafios que as aves de
subsisténcia sdo submetidas.

Em ambientes de avicultura de subsisténcia ndo
sdo usualmente praticaveis procedimentos de
desinfeccdo e de estratégias de biosseguridade.
Essa realidade, associada a condicdo de
maltiplas origens e idades de galinhas e outras
espécies de aves dividindo o0 mesmo ambiente,
facilitam a manutencdo de grande diversidade

de patdgenos primarios e oportunistas no local.

Tabela 1. Pesquisa de CAV por nested — PCR em galinhas
da avicultura de subsisténcia na regido metropolitana de
Belo Horizonte.

Aves Resultado Descricdo clinica e patolégica

BH16  Positivo Ave com caquexia

Positivo  Coccidiose; gastrite por
BH114 Macrorhabdus ornithogaster e
infeccdo por Heterakis gallinarum.

BHO7...... Positivo  Doenga Cronica Respiratéria (DCR)

BH116 Positivo Caquexia; ectoparasitismo por
maléfagos; e endoparasitismo por
Capillaria spp. e Raillietina spp. e
petéquias no timo e bolsa cloacal.

BH117 Positivo Dificuldade locomotora; coccidiose e
gastrite por Macrorhabdus
ornithogaster.

BH248 Positivo  Intensa infeccdo por Capillaria spp. e
Raillietina spp., com focos de necrose
hepética e intestinos distendidos.

BH24  Negativo Histomoniase

BH33 Negativo Histomoniase; DCR
BH54.. Negativo DCR

BH107 Negativo Ave com caquexia
BH55 Negativo  Suspeita de Newcastle

BH38 Negativo Ave com alto parasitismo por endo e
ectoparasitos e DCR.

BH109 Negativo DCR

BH27  Negativo Gastrite por Macrorhabdus

ornithogaster
BH35 Negativo DCR
BH242 Negativo Ave com botulismo.

BH26  Negativo Ave com alto parasitismo por
endoparasitas e  gastrite por
Macrorhabdus ornithogaster

BH246 Negativo DCR

BH09  Negativo Ave com alto parasitismo por endo e
ectoparasitos.

BH20 Negativo Ave com alto parasitismo por endo e
ectoparasitos e reagente em sorologia
para Mycoplasma gallisepticum.
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A rusticidade das galinhas de subsisténcia pode
resultar do processo de sele¢do natural, em que
as forcas seletivas sdo os desafios infecciosos,
parasitarios e nutricionais, onde sobrevivem e
reproduzem as aves resistentes a esses desafios,
em contraste a selecdo direcionada para a
producdo na avicultura industrial, com perdas
em resisténcia  (rusticidade). Com  este
raciocinio poder-se-ia considerar que galinhas
industriais  sofrem, possivelmente, maior
impacto da infecgdo por CAV. Assim, embora o
CAV presente nas aves do estudo poderia
contribuir para parte do comprometimento
sanitario, estas poderiam, por sua maior
rusticidade, abrigar infecgbes  subclinicas
importantes.

A origem do CAV presente na avicultura de
subsisténcia é outra pergunta importante, em
que a resposta serd esclarecedora para o
entendimento da epidemiologia do CAV na
regido. Uma das hipdteses seria a transmissao
do CAV da avicultura industrial para a de
subsisténcia, favorecida especialmente em
regifes de maior densidade avicola. Considera-
se importante a potencial origem vacinal do
CAV, pelo uso de vacinas vivas contaminadas,
especialmente contra a doenga de Marek,
Newcastle, doenca de Gumboro e Bronquite
infecciosa, as mais utilizadas na avicultura
industrial, conforme demonstrado em estudos
retrospectivos em nosso laboratorio de vacinas
produzidas na década de 90 (BARRIOS et al.
submetido para publicacdo 2009). Assim, a
hip6tese da origem vacinal indica maior

probabilidade para a avicultura industrial como
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fonte, uma vez que as aves de subsisténcia
normalmente ndo sdo vacinadas.

Outra possibilidade de origem seria a propria
vacina contra a anemia infecciosa das galinhas,
com estirpe de CAV vivo atenuado, utilizado
em alguns criatérios de matrizes industriais.
Neste caso, estaria sob risco a avicultura de
subsisténcia em sua periferia.

Todas as aves testadas sdo originarias da regido
metropolitana de Belo Horizonte, onde a
avicultura industrial ¢ menos expressiva. Porém,
falhas de biosseguridade podem permitir o
escape de agentes patogénicos, bem como sua
entrada nos sistemas de produgdo, eventos que
podem ser favorecidos pelas caracteristicas do
CAV ser um virus ndo envelopado
extremamente resistente no ambiente. O CAV
apresenta elevada resisténcia a grande maioria
dos tratamentos normalmente empregados na
limpeza e desinfeccéo, inclusive fumigacdo com
formol, permitindo que o virus persista por
longos periodos nas instalagdes (SCHAT, 2003)
e seja facilmente veiculado por fémites
contaminados. O CAV pode provocar infeccdo
persistente e ter sua eliminacdo intermitente em
individuos infectados (TODD, 2004). Isso
associado a um sistema de manejo sem limpeza,
desinfeccdo e vazio sanitario, mantém a
contaminacdo ambiental.

A criacdo de aves de diferentes idades no
mesmo ambiente aumenta o risco de infecgao, ja
que permite a transmissao e circulacdo de CAV
entre lotes e o aquecimento do virus, pois
sempre sdo introduzidos animais susceptiveis a
infeccdo. Ciclos repetidos de replicagdo viral,

podem acarretar mutagcBes pontuais no genoma



do agente, favorecendo o surgimento de estirpes
de diferentes patogenicidades.

O trénsito entre avicultura industrial e de
subsisténcia existe, principalmente para as
pintainhas e galinhas de postura, com potencial
compartilhamento de problemas sanitarios. As
duas possiveis origens da infec¢do nas galinhas
de subsisténcia sdo (1) CAV originario da
avicultura de subsisténcia e (2) CAV originario
da avicultura industrial. N&o se conhece a
condicdo sanitéria da avicultura de subsisténcia
para CAV no Brasil. Porém estudos em outros
paises sugerem que CAV esta presente na
avicultura de subsisténcia (OLUWAYELU e
TODD, 2008, HERNANDES-DIVERS et al.,
2006).

A presenca do CAV na avicultura de
subsisténcia da regido metropolitana de Belo
Horizonte pode estar relacionada aos seguintes
aspectos: ndo ha virtualmente regido livre de
transito de aves e produtos da avicultura
industrial, em algumas regides, incluindo a
grande Belo Horizonte, houve o uso de vacinas
vivas contra CAV e, em toda a avicultura
industrial houve o uso de vacinas vivas
contaminadas com CAV até meados da década
de 90 (BARRIOS et al. submetido para
publicacdo 2009).

Assim, no caso do presente estudo o problema
pode ter partido da avicultura industrial uma vez
que a vacina de CAV ¢ utilizada em aves de
postura (matrizes leves e pesadas) com o
objetivo de coibir a transmissdo vertical do
agente. Essas vacinas ndo sdo utilizadas na

avicultura de subsisténcia.

Assim pensamos que pelas caracteristicas
citadas de CAV podemos utiliza-lo como um
modelo de transito de infeccdo entre diferentes

sistemas de producéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

A anemia infecciosa das galinhas € uma das
principais doencas imunodepressoras nas
galinhas industrias, estando associada a
situacOes estressantes e presenca de outros
problemas  sanitarios, com  grandes
prejuizos para o setor.

Pesquisas demonstram que 0 agente esta
presente e disseminado na avicultura
industrial brasileira. Varios podem ser os
motivos para essa realidade, um deles
levantado e comprovado no presente
trabalho foi a disseminacdo através do uso
de imunobiol6gicos contaminados.

Esse resultado alerta para a importancia da
qualidade dos imunobioldgicos
administrados na avicultura, neste caso a
pureza das vacinas vivas, e a necessidade
de vigilancia constante e comprometimento
por parte dos Orgdos reguladores para
garantir a liberacdo de produtos seguros.
Outra explicacdo para a alta prevaléncia de

CAV poderia ser a adocao de praticas que

muitas vezes ndo contemplam medidas de
biosseguridade.

A pesquisa e presenca de CAV em aves de
subsisténcia demonstra que o transito entre
0s dois sistemas de producdo estd
acontecendo.

Jé& a deteccdo de CAV em uma ave da fauna
abre novos horizontes na pesquisa da
patogenia do agente em outras espécies que
ndo galinhas e seu papel na epidemiologia
da doenga. Esse é o primeiro relato de CAV
em uma ave da fauna.

A caracterizagdo molecular realizada nas
estirpes do estudo ndo permitiu estabelecer
diferencas e nem relagGes geograficas entre
as mesmas e as diferentes sequéncias
depositadas em bancos gendmicos. No
entanto, acredita-se que estudos
filogenéticos de outras regides do genoma
dessas mesmas estirpes podem revelar
diferencas significativas, que podem ajudar
a esclarecer aspectos epidemiol6gicos que

envolvem a ave e sua exploracéo.
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