UFRRJ

INSTITUTO DE VETERINARIA

CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
VETERINARIAS

DISSERTACAO

Variabilidade do gene S1 em tecidos de aves naturalmente
infectadas pelo virus da Bronquite Infecciosa das Galinhas em
granjas do Estado do Rio de Janeiro.

Tays Araujo Camilo

2017



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

VARIABILIDADE DO GENE S1 EM TECIDOS DE AVES INFECTADAS
NATURALMENTE PELO VIRUS DA BRONQUITE INFECCIOSA DAS
GALINHAS EM GRANJAS DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO.

Tays Araujo Camilo

Sob a orientacéo do professor
Huarrisson Azevedo Santos

e Co-orientacdo do professor
Marcos Fabio Lima

Dissertacdo submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncias, no Curso de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Veterinarias.

Seropédica, RJ
Marco de 2017



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Secdo de Processamento Técnico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Camilo, Tays Araujo, 1591-

C115w Variabilidade do gene S1 em tecidos de aves
naturalmente infectadas pelo virus da Bronguite
Infecciosa das Galinhas em granjas do Estado do Rio
de Jansiro. / Tays Araujo Camile. - 2017.

64 £.: 11.

Orientador: Huarrisson Azevedo Santos.

Coorientador: Marcos Fabio Lima.

Dissertagio (Mestrado) . -- Universidade Federal
Rural do Ric de Janeiro, Cursoc de Pds-graduagido em
Ci&ncias Veterinirias, 2017.

Sanidade Avicola. 2. Avicultura. 3. Bronquite
Infecciosa das Galinhas. 4. Biologia Molecular. I.
Santos, Huarrisson RAzevedo, 1980-, orient. II. Lima,
Marcos Fabic, 1977-, cocorient. III Universidade

Federal Rural do Rio de Janeiro. Cursoc de Pds-graduacio
em Ciéncias Veterinarias. IV. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA

CURSO DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

TAYS ARAUJO CAMILO

Dissertacdo submetida como requisito parcial para a obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias Veterindrias, no Curso de P6s Graduacdo em Ciéncias Veterinarias.

Dissertacdo Aprovada em 07/03/2017

Huarrisson /\'/,chcdo Santos (DR.) UFRRJ

Q—Q—’l(\;/} S Bnde /é'
! 7

Daniel da Silva Guedes Junior (DR.) FIOCRUZ

AWZER

\ \
Paulo Cesar Augusto de !ouza (DR.) UFRRI



DEDICATORIA

Dedico esta dissertacdo a Deus, como fonte de
energia e fé que me permitiu ter salde e
oportunidades de chegar até onde cheguei. Aos
meus pais, que sao minha estrutura mais firme
para caminhar todos os dias, principalmente a
minha mée Isabel que € uma guerreira e um
exemplo de forca e determinagdo. Ao meu
orientador que me deu todo apoio e
oportunidade. Ao meu co-orientador que
auxiliou e contribuiu em todo o processo deste
trabalho. Aos meus colegas de laboratério, que
me auxiliaram e me apoiaram em todo o
processo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco imensamente ao meu professor-orientador Huarrisson Azevedo Santos, pela
oportunidade de crescimento profissional que me proporcionou, desde o convite para
iniciacdo cientifica como orientada do excelente professor Carlos Luis Massard, até o convite
para a po6s graduacao.

Agradego ao meu co-orientador Marcos Fabio que nos auxilio em todo o processo de
execucdo deste trabalho! Vocé foi muito importante! Agradeco ao Ramon Pimenta por todo
auxilio em nossos contatos e coletas, e pelos momentos de aprendizagem neste mundo
avicolal

Agradeco ao pessoal do Laboratorio de Anatomia Patol6gica, técnica Leticia, a colega
Mariana, em especial a Prof® Dra. Marilene que foi essencial para elaboracdo deste trabalho.

Agradeco de coracdo a todos meus colegas de laboratério, que me incentivaram e me
ensinaram tudo que sei hoje, a todo este apoio, eu agrade¢o, mas principalmente ao Marcus
Sandes e Maristela Peckle que me receberam desde o inicio no laboratério e me acolheram,
me auxiliando em tudo que precisei! Aos técnicos Josemar e Daniella Coelho que foram
essenciais em todo o processo.

Agradeco a minha amiga, tdo atrapalhada quanto eu, Débora Martins, que sempre
esteve ao meu lado nestas aventuras cientificas que mergulhamos desde o inicio do mestrado!
Obrigada por me ajudar a segurar todos os momentos dificeis, vocé foi essencial em todo o
processo, minha Patata!

Agradeco aos meus amigos por todo apoio e amizade, as cervejas de cada dia, as
risadas, a descontracdo que me ajudaram a ser uma melhor pessoa e enfrentar todas as
dificuldades. Agradeco principalmente ao Fernando Sayeg e André Mecawi que me ajudaram
muito nesta etapa profissional, com conselhos e apoio. Agradeco aos meus amigos de SP,
principalmente Juliana, que sempre me aconselharam a “relaxar” que tudo daria certo, e olha,
deu!

Agradeco a minha familia, principalmente minha mée Isabel Cristina e a0 meu pai
Marcelo Aires por toda estrutura psicoldgica e financeira, por toda educacdo e coragem que
me ensinaram a ter; ao meu irmao Rafael Araujo, que desejo toda sorte do mundo e coragem
para enfrentar e chegar ao seu objetivo.

Agradeco ao meu namorado/amigo Fabricio L. de Sousa que foi meu companheiro
para todos os momentos, desde o inicio do mestrado, esteve ao meu lado em momentos bons e
ruins e a cada dia me ajuda a ser alguém melhor para mim mesma.



BIOGRAFIA

Tays Araujo Camilo, paulista paulistana, nasceu em 11 de agosto de 1991, num
domingo do dia dos pais. Filha de Isabel Cristina Cordeiro de Araujo Camilo e Marcelo Aires
Camilo. Estudou o ensino fundamental em Barueri, na escola municipal EMEF Francisco
Zacarioto, no bairro Maria Helena. No ensino médio estudou na escola estadual E.E Toufic
Joulian. Entrou na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro em marco de 2010, durante a
graduacdo fez estagio com Imunologia, clinica de grandes, clinica de equinos no Equicenter
(Tatui — SP), clinica de Silvestres em Cabo Frio, estagiou no laboratério de coccidios e
coccidioses da UFRRJ e onde realizou sua primeira inicia¢do cientifica, com a publicacdo de
dois resumos em congresso; Realizou seu estagio supervisionado em dois locais, o primeiro
na Universidade de Sdo Paulo no departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Salde
Animal - VPS e o segundo no Laboratoério de Sanidade Avicola — LASAVE da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. Em Agosto de 2015 entrou para o0 Mestrado na Universidade
federal Rural do Rio de Janeiro, no curso de Ciéncias Veterinarias, sob a orientacdo de

Huarrisson Azevedo Santos com a realizacdo de sua defesa de dissertacdo em marcgo de 2017.



RESUMO

CAMILO, Tays Araujo. Variabilidade do gene S1 em tecidos de aves naturalmente
infectadas pelo virus da Bronquite Infecciosa das Galinhas em granjas do Estado do Rio
de Janeiro. 2017. 64p. Dissertacdo. (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

O virus da Bronquite Infecciosa das Galinhas (vBIG) é um agente viral altamente contagioso
entre a espécie Gallus gallus, sendo considerado uma das patologias que mais acomete a
avicultura mundial. A vacinagdo como forma de prevencéo a esta doenca, ndo tem sido eficaz,
devido a grande variabilidade genética encontrada. Assim como no mundo, no Brasil também
ja existem diversos estudos caracterizando a variabilidade genética encontrada neste virus. No
Rio de Janeiro, a criacdo avicola sofre com a doenca, porém ainda ndo existe um estudo
recente com o objetivo de analisar a variabilidade genética das cepas encontradas, como uma
forma de apoio a estudos epidemioldgicos, que possam auxiliar no futuro, na escolha de
protocolos vacinais mais adequados. Este estudo teve como objetivo realizar a caracterizacao
molecular do gene S1 do virus da Bronquite Infecciosa das Galinhas (vBIG) em granjas de
frangos de corte na regido Sul fluminense, como também avaliar a variabilidade genética do
gene S1 em um surto de BIG em uma granja de poedeiras da regido Norte fluminense. Foram
realizadas coletas de tecidos dos animais que apresentavam sinais clinicos compativeis com
BIG, como perda de peso, problemas respiratdrios e baixa produtividade. Amostras de tecidos
coletados foram armazenadas em solucdo de RNA Later e formalina 10% tamponada para 0s
diagnosticos molecular e histopatoldgico, respectivamente. Para realizacdo das analises
moleculares foram utilizadas técnicas de extracdo de RNA, bem como RT-PCR (“Reverse
Transcriptase, Polymerase Chain Reaction”), PCR em tempo real (RT-gPCR), “Nested” PCR
(RT-nPCR), e sequenciamento de algumas amostras coletadas. Para as anlises
histopatolégicas foram realizadas clivagem e elaboracdo de laminas de microscopia. Os
resultados obtidos do sequenciamento foram comparados a sequéncia da cepa vacinal Ma5,
como cepa referéncia, além de outras sequencias depositadas no GenBank, apresentando um
percentual de identidade variavel de 72,41% a 100%. Dentre as amostras de cada granja,
houve variabilidade, até mesmo dentro de uma mesma ave. Todas as sequencias analisadas
foram descritas como gendétipo 1, pertencentes as linhagens 1 e 11; Na comparacdo de
aminoacidos, houve mudangas nas regifes hipervaridveis do virus nas sequéncias
classificadas como BR-1, podendo explicar a baixa protecdo-cruzada que vém ocorrendo nos
plantéis brasileiro. Estes resultados demonstraram a importancia da identificacdo génica do
virus, pois se torna uma ferramenta importante na vigilancia epidemiolégica e em elaboracGes
de protocolos vacinais que sejam eficientes.

Palavras-chave: Gallus gallus; tecidos; RT-PCR; coronaviroses; bronquite infecciosa das
galinhas;



ABSTRACT

CAMILO, Tays Araujo. Variability of the S1 gene in tissues of naturally infected birds by
the Infectious Bronchitis Virus of Hens on farms in the State of Rio de Janeiro. 2017.
64p. Dissertation. (Master in Veterinary Science). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Infectious Bronchitis Virus (vBIG) is a highly contagious viral agent among the species
Gallus gallus, being considered one of the pathologies that most affects small and lare world
poultry producers. Vaccination as a form of prevention to this disease, has not been effective,
due to the great genetic variability found. As in the world, in Brazil there are already several
studies characterizing the genetic variability found in this virus. In Rio de Janeiro, poultry
farming suffers from the disease, but there is no recent study to analyze the genetic variability
of the strains found, as a way of supporting epidemiological studies that may help in the
future, in the choice of Protocols. The objective of this study was to characterize the S1 gene
of the Chicken Infectious Bronchitis virus (vBIG) in chickens farms in the southern region of
Rio de Janeiro, as well as to evaluate the genetic variability of the S1 gene in a BIG outbreak
on a farm Of laying hens of the northern region of. Tissue samples were collected from
animals presenting BIG-compatible clinical signs, such as weight loss, respiratory problems
and low productivity. Samples of collected tissues were stored in solution of RNA Later and
formalin 10% buffered for molecular and histopathological diagnoses, respectively. In order
to perform the molecular analyzes, RNA extraction techniques, as well as RT-PCR (Reverse
Transcriptase, Polymerase Chain Reaction), real-time PCR (RT-gqPCR), Nested PCR (RT-
nPCR), and Sequencing of some samples collected. For the histopathological analyzes,
cleavage and preparation of microscopy slides were performed. The results obtained from the
sequencing were compared to the sequence of the Ma5 vaccine strain as reference strain, in
addition to other sequences deposited on GenBank, exhibiting a variable identity percentage
of 72.41% to 100%. Among the samples from each farm, there was variability, even within
the same bird. All sequences analyzed were described as genotype 1, belonging to strains 1
and 11; In the comparison of amino acids, there were changes in the hypervariable regions of
the virus in the sequences classified as BR-1, being able to explain the low cross-protection
that have been occurring in Brazilian plants. These results demonstrated the importance of
virus identification, since it becomes an important tool in epidemiological surveillance and in
the elaboration of efficient vaccine protocols.

Keywords: Gallus gallus; tissue; RT-PCR; Coronaviroses; Infectious bronchitis of chickens;
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1 INTRODUCAO

A Bronquite Infecciosa das Galinhas (BIG) é uma doenca com alta morbidade
em aves domeésticas da espécie Gallus gallus, e é causada por um agente viral (vBIG) ,
que pertence a familia Coronaviridae, sub-espécie Gammacoronavirus. Descrito
inicialmente na Dakota do Norte, Estados Unidos, em 1931 e em Minas Gerais, Brasil,
em 1957. Este agente pode afetar diversos sistemas fisiologicos das aves, como sistema
respiratorio, genito-urinario, reprodutor e intestinal, causando um prejuizo imenso para
a industria avicola (CAVANAGH, 2005, 2007; DIFABIO, VILLAREAL, 2009;
JACKWOOD etal., 2012; LIN et al., 2012; BALESTRIN et al., 2014).

O setor avicola brasileiro possui uma grande representatividade, apresentando-se
hoje como o maior exportador de carne de frango do mundo e segundo maior produtor
(AGENCIA BRASIL, 2015). Devido a dimensdo da produtividade observada neste
setor da agropecuaria, torna-se constante a busca de conhecimento sobre as patologias
recorrentes, formas de prevencdo e controle, visando biosseguridade e rentabilidade nos
plantéis avicolas. Dentre estas patologias, a BIG encontra-se atualmente como uma das
patologias que causa maior prejuizo econdmico para a industria avicola, ficando abaixo
somente da Influenza avicola de alta patogenicidade (CAVANAGH, 2007), tamanha
sua importancia, esta doenca esta incluida desde maio de 2013, na lista de doencas de
importancia econdmica mundial da “World Organization for Animal Health” (OIE,
2013).

O virus da BIG (vBIG) é um agente cujo o material genético é de natureza RNA,
de fita simples, sentido positivo, com um tamanho aproximado de 27 kB. E um virus
com alto potencial mutagénico devido sua instabilidade genética, e ao longo dos anos,
por todo mundo, inclusive no Brasil, é possivel encontrar cepas variantes. O estudo de
variabilidade das cepas é realizado principalmente por meio do estudo da porcéo S1 da
glicoproteina S, a qual possui atribuicdes bioldgicas como a definicdo do tropismo
celular, determinacdo sorotipica e inducdo de anticorpos neutralizantes (CAVANAGH,
2007; GALLARDO et al., 2011). Diversos estudos contribuem com possiveis
explicacOes para o alto potencial de variabilidade do vBIG, desde delecGes e insergdes
como sendo importantes estratégias de evolucdo do virus (CAVANAGH; GELB, 2008;
COOK et al., 2012; JACKWOOD, 2012; TORO et al., 2012).

A vacinacao dos plantéis avicolas, de corte ou poedeiras, ocorre como forma de
prevencdo da doenca. Contudo devido a emergéncia de cepas variantes é observada uma
baixa protecdo cruzada, pois ndo ocorre um protectotipo eficiente quando a ave passa
por um desafio a campo, mesmo vacinadas (JACKWOOD, 2012; WANG et al., 2012).
E interessante citar, que esta doenca descoberta ha mais de 80 anos, ainda ndo possui a
prevencdo como forma de combate ao virus, e somente hd um controle de surtos
utilizando a vacina (COOK, 2001; JACKWOOQD, 2012).

Apesar de ser uma doenca mundialmente estudada, ainda ndo foi possivel a
obtencdo de um programa vacinal eficiente, observando-se emergéncia genotipica em
diversos estados. A caracterizagdo molecular, como ferramenta investigativa, torna-se
importante para elucidar o tipo viral predominante em certa regido, contribuindo com
informacdes sobre o vBIG que pode futuramente auxiliar na prevencdo da doenca. Este
trabalho teve como objetivos: 1) deteccdo molecular de vBIG em aves de granjas do RJ
através de metodologias moleculares; 2) Caracterizagdo genotipica de um fragmento do
gene S1 de aves naturalmente infectadas por vBIG; 3) Andlise histopatoldgica de
tecidos de traqueia, rim e tonsila cecal de aves naturalmente infectadas por vBIG;



Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram a prevaléncia duas
linhagens virais em quatro granjas de mesorregides do estado do Rio de Janeiro, sendo
possivel observar a co-existéncia de diferentes genétipos dentro de uma mesma granja e
até mesmo dentro de uma mesma ave. A histopatologia demonstrou-se como uma
ferramenta ainda deficiente no diagnostico da BIG, por ndo apresentar caracteristicas
microscopicas proprias da doenca, tornando-se inconclusiva, contudo, foi de alto valor
investigativo na obtencao de maiores informacdes de lesbes que possam ser passiveis de
ocorrer em aves infectadas pelo vBIG. Espera-se que este trabalho possa contribuir em
ambito academicista e produtivo, visando apresentar a realidade da doenca e o gendtipo
prevalente nestas propriedades.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Breve historico da avicultura brasileira

A avicultura brasileira teve inicio por volta de 1500, época do Descobrimento do
Brasil, segundo alguns relatos encontrados em cartas de Pero VVaz de Caminha, este, que
era responsavel pelos registros da viagem na esquadra Lusa, que aportou em 22 de abril
de 1500, no litoral sul do que hoje conhecemos como Bahia. As primeiras matrizes
avicolas chegaram através das primeiras caravelas, em 1502, no navio comandado por
Gongalo Coelho. Porém, em 1500, héa relatos encontrados nas cartas de Pedro Vaz de
Caminha, quando apresentaram animais que traziam nas embarcagdes aos indigenas, no
trecho que dizia “Mostralham-lhes uma galinha; quase tiveram medo dela, e néo
queriam p6r a méo. Depois lhe pegaram, mas como espantados” (UBABEF, 2011;
QUEVEDO, 2016).

As aves inicialmente trazidas ao Brasil eram mesticas e serviam para producao
de carne e ovos para 0 consumo humano. Esta producdo avicola mais rustica se
desenvolveu primeiramente em cidades litoraneas do Brasil. Ao longo dos anos, com o
crescimento demogréfico, e o inicio da mineracao de ouro, observou-se a necessidade e
vantagem na produgéo de aves com fins comerciais, ndo mais de forma artesanal como
anteriormente. O estado de Minas Gerais, no final do século XIX, foi o primeiro a ter
uma producdo que abastecesse diversos territorios do pais (UBABEF, 2011).

Em 1895 se iniciou a producdo de aves de linhagens puras, no Rio de Janeiro.
Estes criadores eram chamados de “basse-cour”, e foram os grandes responsaveis pelo
incentivo a avicultura nacional. Estudos realizados pela “Leste Basse-Cour”
promoveram a selecdo das racas de aves importadas com maior potencial econémico de
producdo, que favorecessem a criacdo avicola brasileira. A primeira raca criada no
Brasil foi a “Orpington”, proveniente da Inglaterra, que teve boa adaptacdo ao clima
brasileiro, o que favoreceu a sua difuséo entre diversos estados, principalmente no Sul
do Brasil. Esta racdo possuia qualidades de boa poedeira e uma interessante produtora
de carne, contribuindo para o melhoramento genético de plantéis ja existentes. Também
foram introduzidas racas como “Plymouth Rock”, trazidas pelo Dr. Salvador de
Mendonca, antigo ministro plenipotenciario em Washington. A raga “Plymouth Rock”,
hoje é a exemplar constituinte da “Plymouth Barred Rock”, conhecida popularmente
como carijo, ave rustica que teve boa adaptacdo em producdes rurais (UBABEF, 2011).

A avicultura brasileira foi desenvolvida através de muitos estudos sobre
producdo, tendo dois nomes como pioneiros nesta historia, Delgado de Carvalho e J.
Wilson da Costa, que com conhecimento de técnica de producdo avicola européia e
norte-americanas, construiram as bases responsaveis pela avicultura dos dias atuais. Até
0 século XIX o peso de abate de 2,5 kilos demorava até seis meses para engorda, logo,
era necessario otimizar o tempo de engorda para producéo de carne de frango, buscando
se adaptar ao crescimento populacional que ja passava de 30,6 milhdes de habitantes
(UBABEF, 2011).

No ano de 1913, foi fundada a Sociedade Brasileira de Avicultura, embasada em
normas da “American Poultry Association”, com o0 objetivo de auxiliar no
desenvolvimento de criacdo avicola do pais, por meio de evento que trouxessem apoio e
aperfeicoamento na producédo de pequenos e grandes produtores. Nesta mesma época,
algumas escolas foram criadas, como “Ascurra Basse-Cour”, no Rio de Janeiro, e todas
estas mudancas, demarcaram o inicio de uma producdo que buscava o aprimoramento
do produto que ja se mostrava tdo rentavel (ARASHIRO, 1989; UBABEF, 2011).
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A cadeia produtiva de carne de frango permaneceu como de subsisténcia até os
anos 1970, sem uma expressividade econdmica, contudo, a partir da introducdo das
linhagens das racas “Leghorn” e “New Hampshire” nos estados de Sdo Paulo e Rio de
Janeiro, com a intencdo de substituir as ragas rusticas antes criadas, houve um incentivo
ao crescimento dos estudos genéticos no Instituto de Pesquisa e Experimentacédo
Agropecuéria do Centro Sul (IPEACS), na Granja Guanabara/RJ, na Escola Superior
Luiz de Queiroz/SP e na Universidade de Vigosa/MG. Os resultados foram favoraveis a
producdo avicola, com uma reducdo de mortalidade, aumentando-se a capacidade de
conversdo alimentar, que favoreceu o ganho de peso com menor idade de abate e uma
velocidade de crescimento maior as anteriores. Todas essas pesquisas resultaram em
uma expansao da produtividade neste setor (CANEVER et al., 1997; FRANCA, 2000;
VIEIRA; DIAS, 2005; ALBINO; TAVERNARI, 2008; ESPINDOLA, 2012).

Entre os anos 1970 a 1990, o Brasil passou por uma segunda fase de crescimento
do setor avicola, com moderniza¢do da producdo, devido a instalacdo de novas plantas
produtivas, na década de 80, ja eram 32 abatedouros instalados em estados como Sao
Paulo, Minas Gerais, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (CANEVER et al.,
1997; FRANCA, 2000; VIEIRA; DIAS, 2005; ALBINO; TAVERNARI, 2008;
ESPINDOLA, 2012). Inicia-se entdo a instalacdo de grandes empresas do setor avicola,
como a Sadia, precursora do modelo de producdo de aves integradas, Perdigdo, Seara,
entre outras.

Atualmente, a avicultura brasileira tomou proporcdes gigantescas frente a
mercados internacionais, ocupando a lideranca na exportacdo de carne de frango desde
2011, exportando para 155 paises, cerca de 4,76 milhGes de toneladas de frango
(MAPA, SECEX, 2014). Em 2015, a Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA)
publicou que o Brasil tornou-se o segundo maior produtor de carne de frango do mundo,
ultrapassando a China, com até 13,1 milhdes de toneladas.

O crescimento deste setor foi marcado por uma série de fatores que
proporcionaram um investimento na éarea, favorecendo a producgdo, tais como:
melhoramento genético de linhagens e insumos, investimentos em tecnologias de
automatizacdo do sistema produtivo, aperfeicoamento em biosseguridade, manejo
produtivo e incentivo a um sistema de producado integrado (MAPA, 2012; OLIVEIRA;
NAAS, 2012).

O processo de industrializacdo do setor avicola brasileiro trouxe mecanismos
estruturais padronizados que resultaram em um crescimento importante para este setor
frente a economia nacional.

Até os anos de 1970, o setor aviario possuia menor produtividade comparada a
atual, contudo a necessidade de competividade entre o mercado avicola brasileiro e
outros paises produtores impulsionou que houvesse maior auxilio por parte das grandes
indUstrias, que trouxeram insumos e tecnologias, juntamente a padronizacdo das
criagOes, visando qualidade total e competigdo do mercado avicola brasileiro com outros
paises produtores o Brasil conseguiu ter uma elevada ascensao deste mercado (DALLA
COSTA,; SHIMA, 2007).

Nas Ultimas trés décadas, o Brasil apresentou uma avicultura de competividade
mercantil perante outros paises, com altos indices de crescimento, tornando-se o lider
mundial de exportagcdo de carne de frango. Hoje, o Brasil exporta para mais de 142
paises, sendo um importante setor do agronegocio brasileiro. A qualidade dos produtos
avicolas brasileiros, juntamente a sanidade e preco, aumentaram a demanda produtiva
do Brasil. A modernizacdo do setor, 0 manejo adequado dos plantéis aviarios, a
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sanidade, a alimentacdo balanceada, melhoramento genético e a producdo integrada
fizeram deste mercado um exemplo para outros paises. Segundo dados publicados pelo
Ministério da Agricultura, Abastecimento e Pecuaria (MAPA), a taxa de crescimento de
producdo da carne de frango, por exemplo, deve alcancar 4,22%, anualmente, nas
exportacGes, com expansdo prevista em 5,62% ao ano, o Brasil devera continuar na
lideranca mundial (MAPA, 2016).

2.2 Bronquite Infecciosa das Galinhas

A primeira descrigdo da Bronquite Infecciosa das Galinhas (BIG) ocorreu em
Dakota do Norte, Estados Unidos da América (EUA), por Shalk e Hawn, que relataram
sintomas de uma patologia respiratério em aves jovens (Gallus gallus) (SCHALK;
HAWN, 1931). O primeiro isolamento do virus caracterizou a cepa como Massachusets
(Mass) em 1930 e Connecticut (Conn) em 1950, e durante muitos anos foram as Unicas
cepas encontrada em diversos plantéis, até Jungherr et al obter uma variante das cepas
existentes (COOK et al., 2012; DE WIT et al., 2011) em 1956 utilizando o método de
virus neutralizacdo (JUNGHERR, 1956). Através da descoberta desta nova variante foi
observado que ndo havia protecdo cruzada entre as variantes existentes. Apos estas
descricdes do virus da Bronquite Infecciosa das Galinhas (VBIG), diversos outros
sorotipos foram encontrados por plantéis em todo o mundo, por meio de diversos
métodos diagnosticos, como: de neutralizacdo de anticorpos, tipificacdo genotipica,
andlise de sequéncias de aminoécidos, principalmente da proteina de espicula (S) —
porcdo S1, que é a porcdo mais estudada a fim de elucidar o nivel de protecdo cruzada
das cepas existentes (CAVANAGH, 1997; LEE et al., 2003; LADMAN et al., 2006).

No Brasil, a BIG a cepa Mass foi inicialmente identificada em plantéis de Minas
Gerais, por Hipdlito em 1957 (SILVA, 2010). Sendo utilizada como cepa vacinal.
Desde entdo, diversas cepas variantes sao identificadas em producdes avicolas por todo
0 Brasil e seus paises vizinhos (ALVARADO et al., 2005; VILLARREAL et al., 2007;
RIMONDI et al., 2009; FELIPPE et al., 2010). Dois estudos sugeriam uma prevaléncia
de similaridade entre proteinas da por¢do S1 de uma cepa intitulada “Brazil” (BR-1) em
diversos plantéis do pais até o ano de 2009 (VILLARREAL et al., 2010; CHACON et
al., 2011). Outros trabalhos foram descritos no Brasil, apresentando cepas variantes e a
cada ano demonstra-se uma emergéncia de variabilidade génica, 0 que causa uma
preocupacdo constante a producdo avicola.

2.3 O agente etioldgico

O virus da bronquite infecciosa das galinhas (VBIG) pertence a ordem
Nidovirales, familia Coronaviridae, representada por atualmente quatro subfamilias:
Alphacoronavirus e Betacoronavirus, que podem infectar mamiferos de todas as
especies, incluindo o ser humano; Gammacoronavirus onde se inclui o VBIG e
Deltacoronavirus, subfamilia que inclui possivel infeccdo em espécies de mamiferos e
aves (WOO etal., 2012; ICTV, 2015).

Coronaviroses sdo encontradas em diversas espécies de animais, e possuem
predilecdo por infeccbes em trato respiratorio e entérico, contudo ha descricdes de
serem também causadores de doencas neuroldgicas e hepaticas (LAI; CAVANAGH,
1997; WOO et al., 2012), algumas cepas de VBIG, também podem afetar o trato genito-
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urinario e reprodutor (COOK et al., 2001; RESENDE, 2003; PERLMAN; NETLAND,
2009). Esta familia de virus € representada por grandes virus envelopados, de cadeia
simples, RNA sentido positivo com nucleocapsideo helicoidal e grandes genomas, que
variam entre 26 e 31 kb (SAWICKI et al., 2007; SAWICKI, 2009). Nas extremidades
opostas 5’ € 3’ estdo presentes metil-guanina e uma cauda poli A, respectivamente. Esta
formagé&o viral permite que seja um genoma com funcdo de RNA mensageiro (RNAm),
que quando realizada sua purificacdo, torna-se infeccioso (AMMAYAPPAN et al.,
2008).

O VBIG se apresenta como uma molécula com tamanho de aproximadamente
27,6 kb, com uma estrutura inicialmente esférica, também podendo ser possivel
observar pleomorfismo. Tem o diametro de aproximadamente 120 nm, e suas
glicoproteinas S projetadas possuem até 20 nm (CAVANAGH, 2007). Possui um
genoma com gene de mdltiplos dominios de replicacdo com uma ou mais janelas
abertas de leitura (ORFs — “open reading frames”: la e 1b), que representam a
codificacdo de proteinas ndo estruturais importante para transcricdo e replicacdo do
virus, presentes proximos a extremidade 5° e ocupando dois ter¢os do tamanho total do
genoma (Figura 1) (BOURSNELL et al., 1987; ZIEBUHR, 2005; DE GROOT et al.,
2012; NEUMAN et al., 2014). Quando infectadas, as células do hospedeiro realizam a
tradugdo das ORF’s do VBIG por meio de suas polimerases, transformando-as em
poliproteinas que sdo iniciadoras de proteinas do complexo transcricdo-replicacdo, o
que inclui a RNA polimerase dependente de RNA viral (MO et al., 2012).

Também sdo codificadas proteinas estruturais e acessorios, de dire¢do 5°-3:
proteina de espicula (S), que possui receptores de ligacdo de membrana, subdivido em
subunidade S1 que encontra-se sobreposta a subunidade S2; proteinas acessorios 3a e
3b com funcdo ainda desconhecida; proteina de envelope (E), que é essencial para
estruturacdo do virus e sua entrada; a proteina de membrana (M), que participa tanto da
estruturacdo externa e do ndcleo do virus; com proteinas acessérios 5a e 5b; e a
nucleoproteina (N) que envolve o RNA viral (Figura 2) (BRIAN; BARIC, 2005;
MASTERS, 2006; CAVANAGH, 2007; MASTERS; PERLMAN, 2013).

Group 3: 1BV 5a/b

b

/0

Figura 1: Estrutura do genoma do VBIG. Em verde representacdo do ORF 1(a e b),
seguidos respectivamente das proteinas estruturais e acessorios (proteina S, E, M e N)
em azul e (3 a/b e 5 a/b. Fonte: Perlman e Netland (2009) com adaptacdes.



SARS-CoV virion M

Nature Reviews | Microbiology

Figura 2: Desenho esquematico da composicdo proteica do coronavirus, incluindo o
VBIG. Fonte: Perlman e Netland (2009) com adaptacgoes.

2.4 Proteina de Espicula (S)

A glicoproteina S, com sua estrutura variavel entre dimérica e trimérica,
caracteriza-se por uma extremidade globular (S1) e uma haste carboxi-terminal (S2) que
ancora-se sobre o envelope viral. Sendo o VBIG formado por 500 a 600 pares de base
(CAVANAGH, 2007).

A subunidade S1 € a responsavel pelo ataque viral a célula do hospedeiro
(CAVANAGH, 1983; 1984; KOCK, 1990), pois esta, € a primeira a ser reconhecida
pelo sistema imunolodgico do hospedeiro acionando anticorpos neutralizantes, também é
responsavel pela especificidade de espécie e determinacdo do tecido o qual a cepa de
VBIG tera tropismo (CASAIS et al., 2003; FANG et al., 2005). Enquanto a por¢do S2
auxilia na fusdo de membrana (CAVANAGH, 2005).

Quanto a patogenicidade viral do VBIG, ndo ha estudos que comprovem que a
proteina S tenha envolvimento como em outros coronavirus (NAVAS et al., 2001),
porém, a patogenicidade € poligénica, podendo ser relacionada a fatores externos ao
gene S1, como por exemplo as proteinas ndo estruturais que Sao responsaveis por cerca
de dois tercos do genoma (NSP — “nonstructural proteins”). Alguns trabalhos ja
estabelecem uma ligacdo entre a viruléncia do VBIG e as proteinas codificadas na
regido do gene NSP 2 -16, que s@o genes de replicacdo (AMMAY APPAN et al., 2009;
ARMESTO et al., 2009; PHILLIPS et al., 2012). Quando comparadas as sequéncias do
genoma completo do VBIG de cepas atenuadas e virulentas, as alteragbes mais
sobressalentes sdo na regido dos NSP’s, principalmente NSP 3, demonstrando a
importancia quanto viruléncia (AMMAY APPAN et al., 2009; PHILLIPS et al., 2011).

Em relagdo a evolugdo do VBIG e a variabilidade atualmente encontrada, o gene
S1 tem maior relevancia, pois é o responsavel pela adaptacdo do virus a programas
vacinais (KUSTERS et al., 1987; 1989). E foi neste gene que este projeto teve maior
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foco. Esta complexidade relacionada ao mecanismo de evolucdo responsaveis por
continuas emergéncias de novas cepas sdo ainda desconhecidas, porém alguns fatores
Cavanagh (2007) cita como sendo importantes nesta relacdo: densidade alta de
galinhas/frangos (por ano sdo mais de 40 bilhdes de espécimes, pelo mundo) e o
convivio estreito entre os animais na producédo, que facilitam a transmissao viral entre
0s animais; também é necessario citar a co-existéncia de cepas distintas em um mesmo
rebanho (CAPUA et al., 1999; CAVANAGH et al., 1999).

2.5 Patogénese do vBIG

O VBIG ao infectar uma ave, inicialmente penetra na célula por viropexia, sendo
assim, ocorre a translocacdo de toda a estrutura viral atraves da membrana
citoplasmatica (PATTERSON; BINGHAM, 1976). A partir do momento em que 0
virus se encontra dentro do organismo, inicia-se a replicacdo viral no sistema
respiratorio superior das galinhas, causando degeneracdo ciliar e acimulo de muco
(DHINAKER RAJ, JONES; 1997).

Pode-se classificar a ocorréncia das lesbes em trés estagios: (1) degenerativa,
que € a manifestacdo da infeccdo dois dias ap6s introducéo viral, podendo causar perda
de cilios, descamacdo do epitélio e células caliciformes, infiltracdo de heterofilos e
linfocitos; (2) hiperpléasica, em que é possivel observar formagdo de novas células
epiteliais, com possivel observacdo de formas mitoticas; (3) regenerativa, que ocorre
apos 10 a 20 dias pds-infeccdo, com reparacdo do tecido lesado (NAKAMURA et al.,
1991). A degeneracdo ciliar no trato respiratorio superior facilita a ocorréncia de
infeccbes bacterianas secundarias, podendo gerar um alto indice de mortalidade em
plantéis infectados (CAVANAGH; GELB, 2008; DI FABIO; BUITRAGO, 2009).
Mesmo sendo a perda ciliar bastante descrita em diversos trabalhos, esta lesdo pode ndo
ocorrer em cepas (que possuam tropismo por outros sistemas fisiologicos
(CAVANAGH; GELB, 2008).

Apbs instalacdo da infeccdo, é possivel isolar o virus do trato respiratério, a
partir do terceiro dia, com maior concentracdo na traqueia (DE WIT, 2000). Ha
decréscimo da titulacdo viral apds a segunda semana, podendo até mesmo ndo ser
possivel o isolamento do virus (DE WIT, 2000; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). A
disseminacdo viral para outros tecidos ocorre posteriormente a infeccdo do trato
respiratério, com replicacdo em tdbulos contorcidos proximais e distais e tubulos
coletores dos rins (CAVANAGH; GELB, 2008).

Em fémeas, quando ocorre infeccdo pelo VBIG, pode ocorrer diminuicdo da
altura das células do trato reprodutivo, com reducdo ou auséncia de cilios, aumento
glandular, focos linfociticos e infiltracdo celular na lamina propria. E possivel a
ocorréncia de hipoplasia glandular em algumas areas, reduzindo a sintese do albumen.
Quando menores de duas semanas de idades, as fémeas acometidas pelo VBIG podem
ter danos irreversiveis no trato reprodutivo, denominado como “sindrome das falsas
poedeiras” (DHINAKAR RAIJ; JONES, 1997). A infeccdo quando ocorre em fémeas
jovens, os anticorpos maternos auxiliam na prevencdo dos danos ao oviduto, durante a
infeccdo pelo VBIG. Nas aves poedeiras, a infec¢do pelo VBIG pode causar uma baixa
produtividade de ovos com possivel producdo de ovos de péssima qualidade, tanto
exteriormente quando interiormente. Também neste caso, cepas com tropismo as células
do trato reprodutivo podem ndo causar sinais respiratorios nas aves acometidas
(CAVANAGH; GELB, 2008).



O sistema digestivo também é um local de replicacdo viral do VBIG, podendo
ocorrer a disseminacdo viral em eséfago, pro-ventriculo, duodeno, jejuno, tonsila cecal,
reto e cloaca (CAVANAGH, 2007; DHINAKAR RAJ; JONES, 1997), sendo a
replicacdo viral descrita principalmente em células da tonsila cecal (CAVANAGH,
2007; DHINAKAR RAJ; JONES, 1997). Mesmo sob condic¢des de pH baixo e acéo de
enzimas digestivas, 0 VBIG pode se estabelecer (AMBALI, 1992).

2.6 Lesdes Macro e Micro da BIG

A necropsia como uma forma de diagnostico presuntivo, pode ser realizada em
aves suspeitas de apresentarem a BIG. Os diversos sistemas acometidos: respiratorio,
genito-urinario, reprodutor e intestinal podem apresentar lesGes que auxiliam no
reconhecimento da patologia no animal post mortem. No sistema respiratério € possivel
encontrar congestdo e edema em mucosa de traqueia e pulmdo (PURCELL;
MCFERRAN, 1972; BOROOMAND; ASASI; MOHAMMADI, 2012); em sistema
genito-urinario as lesdes variam caso ocorra cepas nefropatogénicas, sendo capaz de
causa congestdo em rins, com palidez, inchaco, apresentando rins manchados a
necropsia, podendo evoluir para nefrite ante mortem; palidez de ureteres, que
contenham depositos de urato. E caso ocorra a infec¢do bacteriana concomitante de E.
coli, por exemplo, pode haver um alto indice de mortalidade nos animais
(BOROOMAND; ASASI; MOHAMMADI, 2012; CONG et al., 2013).

As fémeas, quando tém seu sistema reprodutor acometido, o oviduto podem se
apresentar a necropsia com aspecto disforme e hipoglandular (CHOUSALKAR;
ROBERTS, 2007; CHOUSALKAR; ROBERTS; REECE, 2007); também ha a
possibilidade de ocorrer um derramamento de gema na cavidade abdominal das
poedeiras, sendo bastante prejudicial quando ha infeccdo bacteriana concomitante
(WINTERFIELD; HITCHNER, 1962; DE WIT ET AL., 2011).

As descrigcdes histopatoldgicas da traqueia incluem perda de cilios, edema,
hiperplasia de células caliciformes, erosdo de células epiteliais e infiltracdo linfocitica
(TORO et al., 1996). Nos rins, € possivel observar nefrite intersticial, degeneracédo
tubular e infiltracdo de heterofilos; também pode-se encontrar necrose e dilacdo dos
tibulos, podendo aparecer cristais de urato por visualizacdo em lamina de microscopia
(CAVANAGH; GELB, 2008).

2.7 Exames Diagnosticos

Diversos métodos diagndsticos sao utilizados para deteccdo do VBIG a campo.
O conhecimento do histérico do lote e a verificagdo de sinais compativeis a doenc¢a séo
extremamente importantes para o diagndstico de BIG a campo, sendo observados 0s
sinais respiratorios como principal apresentacédo clinica da doenca. A deteccdo viral para
confirmacédo da doenca é realizada por exames laboratoriais, como: inoculagdo em ovos
embrionados, virus-neutralizacéo, ensaio imunoenzimatico de absor¢do em fase sélida
(ELISA), inibicdo da hemaglutinacdo e técnicas de biologia molecular, como reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (LIMA, 2007).

O teste padrao ouro para deteccdo do agente € realizado com passagens virais em
ovos embrionados de aves SPF (“Specific Pathogen Free”), porém € uma técnica que
demanda tempo e é bastante trabalhosa (BRANDAO et al., 2012). Logo, a técnica de
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sorotipagem € um método bastante utilizado, devido o menor trabalho para elaboracéo
de resultados, pois baseado em reacgdes sorologicas, por meio de epitopos presentes na
glicoproteina de espicula S1, é possivel obter o sorotipo do agente presente no lote,
caracterizando como homologos, quando pertencentes a0 mesmo sorotipo ou
heter6logos quando apresentam divergéncia sorotipica (DI FABIO; BUITRAGO,
2009).

A reacdo de Transcricdo Reversa (RT-PCR) é um método que vem sendo
amplamente utilizado nos Gltimos anos para obtencdo de diagndsticos rapidos, com a
vantagem de ser possivel realizar a genotipagem do agente. Este método age com foco
em regibes conservadas do genoma viral, agindo sobre proteinas do nucleocapsideo
(MEIR et al., 2010) ¢ 5> UTR (CALLISON et al., 2006). A regido S1, que é altamente
variavel, também ¢ utilizada para realizacdo de tipificacdo genotipica, sendo a
usualmente escolhida como melhor regido para genotipagem das amostras de VBIG
(VILLARREAL, 2010).

E importante ressaltar que um mesmo sorotipo pode divergir no genétipo da
cepa em questdo, pois em reacdes soroldgicas 0 alvo sdo os epitopos espécificos da
proteina S1, enquanto na genotipagem € possivel analisar diferencas nas porcdes da
proteina S1, podendo caracterizar como uma cepa variante (MONTASSIER, 2010; DE
WIT et al., 2011).

Atualmente, metodologias moleculares estdo sendo amplamente utilizadas na
pesquisa de BIG por todo mundo (CAVANAGH et al.,, 2002 ; ABOLNIK, 2015;
CHAMORRO, 2016; REDDY et al., 2016); por auxiliar em estudos epidemioldgicos
como ferramenta de pesquisa e diagnostico (CHEN et al., 2015; FRAGA et al., 2013),
demonstrando a magnitude da doenca na regido; auxiliando na vigilancia e imunizacao,
por detectar o sorotipo vigente (PEREIRA et al., 2016; VALASTRO et al., 2016), o que
auxiliaria na escolha de um protectotipo eficiente. A obtencdo do virus a partir de
passagens em ovos embrionados (GUY, 2008) é um método bastante utilizado, sendo
eficiente para a amplificacdo do virus in vivo, o que auxilia na deteccdo molecular,
contudo, existem questdes como recombinacGes que podem ocorrer durante estas
passagens, que devem ser observadas com cuidado (BEAUDETTE, 1951;
AMMAYAPPAN et al., 2009), para que 0 material genético extraido e estudado seja
fiel a aquele que ocorre nas aves do local coletado. Visto isso, a obtencdo de material
genético diretamente de tecidos é um meio com maior fidelidade para diagnostico,
porém, certamente contendo algumas dificuldades enquanto técnica, pois ha a questao
da extracdo de pouco material genético, a perecividade do conteldo e degradacdo do
material (KULIWABA; FAZZALARI; FINDLAY, 2005).

2.8 Prevencdo e Controle

A alta variabilidade viral da BIG é um dos maiores entraves, pois esta ampla
existéncia de cepas distintas que ocorre de maneira imprevisivel dificulta a
implementacdo de um programa vacinal eficiente. E apesar da utilizagdo massiva de
vacinacgdo para prevencdo contra VBIG, ha um continuo surgimento de cepas variantes,
com genotipos, patotipos e sorotipos diferentes (CAVANAGH, 2005, 2007) o que torna
esta doenca um problema sanitario para a avicultura no Brasil e no mundo, em
decorréncia a toda a queda da produtividade dos animais acometidos.
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O prejuizo causado por esta doenca, mesmo apés a vacinagdo, ocorre conforme a
baixa producdo de imunidade frente a cepa prevalente no plantel ou até mesmo a nao
existéncia de protecdo cruzada entre a cepa vacinal e a campo (VILLARREAL et al.,
2010; CHACON et al., 2011; FRAGA et al., 2013). Sio diversas as cepas vacinais
encontradas hoje no mercado, com tipos diferentes de sorotipos, como Mass, Ark e
D274 (LIMA, 2007). Sendo permitido a vacinagdo de lotes industriais apenas com a
utilizacdo de vacina licenciada pelo governo com cepa Mass viva atenuada (LIMA,
2007; MONTASSIER, 2010). Sendo utilizada por meio de aplicagdo por “spray” ou
através da agua até o 3° dia de vida dos pintinhos (LIMA, 2007). As vacinas utilizadas
com virus inativado sdo administradas individualmente em aves de postura que foram
imunizadas anteriormente com vacinas vivas (DI FABIO; BUITRAGO, 2009).

Vacinas recombinantes, como Ma5, s&o meios de ampliacdo da gama antigénica,
0 que pode ser vantajoso quanto a desafios a campo gue as aves possam ser submetidas,
é interessante verificar que esta combinacdo de antigenos, auxilia na preparacdo do
organismo das aves a um maior nimero de sorotipos que possam ocorrer, por amplificar
0s genotipos existentes no contetdo da vacina (NIX et al., 2000), contudo é importante
entender que também é possivel que a partir desta variacdo antigénica, possa ocorrer a
adaptacdo viral, promovendo o remanejamento de seu conteldo genético, que pode
gerar um novo tipo viral, aumentando a variabilidade do gene (JACKWOOD;
SOMMER, 2002). Com a ocorréncia de adaptacdo do agente, a protecdo serd diminuida
e pode-se perder o perfil génico daquele sorotipo, podendo afetar o sistema fisiologico
das aves com o aparecimento da doenga sem uma vacina eficiente.

Outras formas de prevencdo sdo adotadas como medidas de biosseguranca e
manejo, a fim de tentar impedir a introducdo de patdgenos a producdo avicola (DI
FABIO; BUITRAGO, 2009). As medidas adotadas rigorosamente s&o: controle de
transito, manejo de excremento, controle da matéria prima e genética da ave; intervalo
entre lotes; controle dos pintos de um dia; controle da estrutura do local em que os
animais permanecerdo, mantendo temperatura e umidade adequada; oferecimento de
agua de qualidade; controle do estresse (INOUE; CASTRO, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de coleta de amostras

As coletas das amostras utilizadas nesse estudo foram realizadas em duas
mesorregides do estado do Rio de Janeiro: Sul-Fluminense e Norte Fluminense (Figura
3), especificamente em granjas de grande porte de frangos de corte (acima de 100.000
aves) de Lidice e Passa Trés (distritos do municipio de Rio Claro), Vargem Alegre
(distrito do municipio de Barra do Pirai), e em uma granja de postura situada no
municipio de Macae.

MESORREGIOES DO RIO DE JANEIRO

Noroeste
Fluminense

Norte
Fluminense

B

Centro
Fluminense

Sul
Fluminense

Metropolitana do
Rio de Janeiro

Baixadas

Figura 3: Localizacdo geografica das mesorregides estudadas. A (Sul Fluminense) e B
(Norte Fluminense), ambos coloridos em cinza. Fonte:
<http://www.mapasparacolorir.com. br/mapa-estado-rio-de-janeiro.php>.

3.2 Questionario Epidemioldgico

Foi proposto a realizacdo de um questionario epidemioldgico semi-estruturado
ao responsavel pela granja na forma de entrevista, que englobasse fatores
predisponentes & ocorréncia da BIG, tais como: doengas que pudessem acarretar em
diminuicdo da imunidade das aves; erros ou falhas vacinais; determinagdo da
mortalidade dos plantéis; densidade populacional do plantel. Também sendo observadas
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questdes estruturais como: circulacdo de ar; qualidade de camas, disponibilidade de
racdo, 4gua e medicamentos. Todas essas informacbes adquiridas a partir de questdes
pré-estabelecidas foram tabuladas a fim de avaliar possiveis fatores associados a
ocorréncia de BIG nas granjas avaliadas.

3.3 Coleta das amostras e Amostragem

Os animais que foram utilizados para este projeto foram doados pelos
proprietarios das granjas participantes. A selecdo dos animais a serem coletados foi
através da observacdo de lotes que possuiam sintomatologia para BIG com sinais
clinicos aparentes, como escore corporal abaixo do peso esperado para a idade; sinais de
doencas respiratdrias e reprodutivas. Foram selecionadas nas granjas de corte, aves
entre 40-42 dias (idade pré-abate) e na granja de aves poedeiras, as aves apresentavam
idade aproximada de 16 semanas.

As aves foram eutanasiadas individualmente, por meio da administracdo
intravenosa de uma sobredosagem de anestésico da classe dos barbituricos, seguindo as
normas e diretrizes do CONCEA. Apds a certificacdo da morte, as aves foram
submetidas a necropsia e um fragmento dos seguintes érgdos foram coletados: traqueia,
rim e tonsila cecal. Foram coletados amostras para analise molecular e uma outra por¢éo
dos mesmos 6rgdos foi preservada em formalina a 10% para anélise histopatoldgica. Os
tecidos para biologia molecular foram colocados separadamente em tubos de
polipropileno de 2 mL contendo 1 mL de solucéo estabilizadora de &cidos nucléicos
(RNA Later®, Ambion) e identificados com o nimero do animal e 6rgdo. As amostras
armazenadas em formalina a 10% foram alocadas em recipientes formando “pools” dos
6rgdos de cada animal, sendo devidamente identificados.

Para determinacdo da amostragem, foram levados em consideragdo uma
prevaléncia da doenca de 5%, um nivel de significancia de 95% e uma precisao de 5%,
tomando como base a populacdo de aves do Estado do Rio de Janeiro. Os parametros
estabelecidos anteriormente foram aplicados na formula descrita por Sampaio (2002).

n=p(l-p).o
(d)?

Sendo: n = ndmero amostral; p = prevaléncia esperada; o2 = fator determinante do grau
de confianca; d = precisdo.

n = 0,05 (1-0,05)/ 0,05% = 72 aves

Desta forma, estabeleceu-se um total de 72 animais para serem coletados no
Estado do Rio de Janeiro com a confiabilidade de 95% que a doenca sera detectada se
presente. No entanto, foram coletadas em cada granja estudada um total de 25 aves com
idade pré-abate de 40 dias, somando um total de 100 aves.

3.4 Vacinas vivas atenuadas do vBIG

Foram obtidas vacinas comerciais revendidas de laboratorios rotineiramente
utilizados em granjas do Rio de Janeiro, e no Brasil. As cepas das vacinas foram H120 e

13



MADS, além da cepa BR1 gentilmente cedida pelo Professor Dr.  Antonio José Piantino
Ferreira, da faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Sdo Paulo (USP). Os
virus vacinais foram utilizados como controle positivo para as reacbes moleculares de
PCR convencional e gPCR.

3.5 Extracdo de RNA Total
3.5.1 Extracdo de RNA das cepas vacinais

Para realizacdo da extragdo de RNA das cepas vacinais dos dois laboratorios
foram pesadas 50 mg de cada vacina liofilizada em balanca de precisdo (as amostras nao
foram reconstituidas, foi utilizada o proprio liéfilo). Apds a mensuragdo do peso, foram
colocadas separadamente em tubos de polipropileno de 1,5 mL devidamente
identificados. A estes tubos contendo as vacinas foi adicionado 1 mL de reagente
Trizol® (ThermoFisher) refrigerado a 4 °C, e posteriormente os tubos foram incubados
por 7 minutos em recipiente contendo gelo. As amostras foram brevemente agitadas em
vortex VM3000 - Vixar®, apos completa homogeneizacio do contetdo, foi adicionado
200 pL de cloroférmio PA a mistura. Logo apds, se procedeu a agitacdo vigorosa
através de agitador vortex VM3000 - Vixar® por 15 segundos, seguida de incubag&o por
3 minutos em gelo. Os tubos com os contelldos homogeneizados foram centrifugados
em centrifuga Rotina 380R — Hettich Zentrifugen® (Alemanha) refrigerada a 12000 g
por 15 minutos a 4 °C para separacdo da fase aquosa. Um volume de 400 puL da porgéo
aquosa transldcida foi transferida para um novo tubo de polipropileno de 1,5 mL.
Adicionados 500 pL de isopropanol puro, procedeu-se a homogeneizagdo por inversao
do tubo (nesta etapa observa-se a precipitacdo do material genético). Incubadas por 10
minutos em gelo, as amostras foram posteriormente centrifugadas em 12000 g por 10
minutos a 4°C. Apds esta etapa, o sobrenadante foi cuidadosamente removido, de forma
a preservar o “pellet” formado pelo acimulo de material genético no fundo do tubo.
Adicionou-se 950 L de alcool etilico 75% gelado, e agitou-se em Agitador vortex para
lavar o “pellet” do fundo do tubo. Novamente foi realizada a centrifugacdo deste
homogeneizado a 7400 g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi cuidadosamente
removido, evitando que o “pellet” fosse descartado. Apds completa secagem, o material
genético foi solubilizado em 100 uL de agua tratada com Dietil Pirocarbonato (DEPC),
livre de RNAses, DNAses e residuos de proteinas .

A concentracdo e pureza de todas as amostras extraidas foram determinadas por
espectrofotometria Nanodrop ND-2000® (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,
EUA), aliquotadas em tubos 0,6 mL e acondicionados em freezer a -80 °C.

3.5.2 Extracdo de RNA total a partir do cartdo FTA da cepa BR1

Um sexto (n=1/6) do cartdo FTA com amostra da cepa BR1 foi picotado em
colocado em tubo de polipropileno de 2 mL, adicionado 700 pL de Tampao Fosfato
Salino (PBS) gelado em incubados em geladeira por 30 minutos. Em seguida os tubos
foram submetidos a Agitacdo por 15 segundos. O material genético foi extraido através
do RNeasy Mini kit (Qiagen) seguindo as instrugdes do fabricante.

As amostras extraidas foram quantificadas e analisadas quanto seu grau de
pureza em espectrofotdbmetro Nanodrop ND-2000® (Thermo Fisher Scientific,
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Wilmington, DE, EUA), aliquotadas na concentracdo *3,5ng/dL em tubos 0,6 mL e
acondicionados em freezer a -80 °C.

3.5.3 Extragédo de RNA dos tecidos

Os tecidos coletados foram descongelados e pesados separadamente em balanca
de precisdo. Os tecidos com o peso de 25 mg foram acondicionados em tubos de
polipropileno de 1,5mL. Foi adicionado a cada tubo um volume de 500 pL de agua
DEPC para lavagem, e retirada total da solucdo de RNA Latter. Esta etapa foi executada
duas vezes.

Apols a etapa de lavagem, cada um destes tecidos foi colocado em gral
autoclavado, onde foi adicionado nitrogénio liquido para auxiliar a maceracao
juntamente com o uso de pistilo também autoclavado. Ap6s completa maceracdo do
material, foi adicionado 1mL de reagente Trizol® gelado e transferido para um novo
tubo de polipropileno de 1,5 mL, deixando incubar por 7 minutos em gelo.
Posteriormente, os tubos foram agitados brevemente em Agitador vortex (VM3000 -
Vixar®). Apds completa homogeneizacdo do conteudo, foi adicionado 200 pL de
cloroformio PA (Merck®) a mistura. Novamente, cada amostra foi homogeneizada
vigorosamente em Agitador vortex (VM3000 - Vixar®) por 15 segundos e em
seguidaincubada por 3 minutos em gelo. Posteriormente, os tubos foram centrifugados
em centrifuga refrigerada por 12000 g por 15 minutos a 4 °C para separacdo da fase
aquosa. Um volume de 400 pL da porgdo aquosa translicida foi transferida para um
novo tubo de polipropileno de 1,5 mL. Em cada tubo foi adicionado 500 pL de alcool
isopropanol e entdo procedeu-se a homogeneizacgdo por inversdo (nesta etapa observa-se
precipitacdo do material genético). Os tubos foram Incubados por 10 minutos em gelo, e
posteriormente centrifugados em 12000 g por 10 minutos a 4 °C. Apoés esta etapa, 0
sobrenadante foi cuidadosamente removido de forma a preservar o “pellet” formado
pelo acimulo de material genético no fundo do tubo. Adicionou-se 950 uL de alcool
etilico 75% gelado, agitado em Agitador vortex VM3000 - Vixar® para lavar o “pellet”
do fundo do tubo. Novamente foi realizada a centrifugacdo a 7400 g por 5 minutos a 4
°C. O sobrenadante foi removido cuidadosamente para ndo descartar o “pellet”
formado. Ap6s completa secagem, o material genético foi solubilizado em 100 pL de
agua tratada por DEPC no volume.

Todas as amostras extraidas foram quantificadas e analisadas quanto ao seu grau
de pureza em espectrofotometro Nanodrop ND-2000® (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, EUA), aliquotadas na concentracdo que variou de 100 a 500ng/dL em
tubos 0,6 mL e acondicionados em freezer a -80 °C.

4 Deteccdo molecular do VBIG através da RT-PCR e RT-qgPCR
4.1 Transcri¢do Reversa (Sintese de cDNA)

Dentre as amostras coletadas e extraidas, foram selecionadas 10 amostras de
cada tecido de cada granja. As amostras de RNA total foram descongeladas. A reagéo
de sintese de cDNA foi realizada através do Kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (ThermoFisher Scientific), sem inibidor de RNase.
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O RT Master Mix foi preparado em fluxo laminar, com volume final da reacéo
de 20 pL. A reacéo foi preparada utilizando 2 pL do RT Buffer, 0,8 pL de dNTP mix
(100mM), 2 pL RT Randon Primers, 1 pL da enzima MultiScribe Reverse
Transcriptase, 3,2 pL de agua livre de nucleasse e 10 pL de RNA total na concentragao
de 100ng/uL.

Apo6s o preparo do mix a reacdo de transcricdo reversa foi realizada em
termociclador (Eppendorf®) sob as seguintes condicdes: etapa 1) 25 °C por 10 minutos;
etapa 2) 37 °C por 120 minutos; etapa 3) 85 °C por 5 minutos. Apds o término das
reacOes as amostras foram acondicionadas em freezer -20 °C.

5.1 Detecgdo molecular do vBIG por RT-gPCR

A RT-gPCR foi utilizada neste trabalho como uma reacao de triagem, separando
as amostras positivas das negativas para o vBIG. O protocolo utilizado para esta reacédo
foi baseado na descricdo de Callison et al. (2006).

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram: VBIG5°GU391 (5°-
GCTTTTGAGCCTAGCGTT-3") e anti-sensu VBIG5’GL533 (5°-
GCCATGTTGTCACTGTCTATTG-3"). O mix para reacdo foi preparado no volume
final de 20 pL, contendo: 4 pL de EvaGreen 1X (5x HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR
Mix Plus (no ROX), 1 pL de ambos os oligonucleotideos iniciadores na concentracéo
de 10 mM, 12 pL de H,O ultra-pura e 3uL de cDNA a 100ng/mL de cada amostra. As
condicOes de termociclagem foram: denaturacdo inicial a 95°C/10minutos, seguidos de
40 ciclos a 95°C/15 segundos e 60°C/60segundos. Ao término da reacdo foi adicionado
uma curva de dissociacédo para avaliar a especificidade das reacdes em relagcdo a amostra
do controle positivo. Foram consideradas positivas amostras com Cq abaixo ou igual a
35 ciclos e com temperatura de dissociacao igual a do controle positivo.

5.2 Deteccdo molecular do vBIG por RT-NestedPCR (RT-nPCR)

As amostras positivas na reacdo de Callison et al. (2006) foram submetidas a
RT-nPCR utilizando os oligoiniciadores descritos por Kwon; Jackwood; Gelb, (1993) e
Keeler et al. (1998). Ao final, os oligoiniciadores foram utilizados para amplificar
aproximadamente 600 pares de base do gene S1 do vBIG. A primeira reacdo do RT-
nPCR foi realizada em volume final de 25 pL, com um Mix: 12,5uL de 2x Master Mix
Platinum Tag DNA Polimerase, 0,5uM dos oligonucleotideos iniciadores sensu
S10LIGO3’ (5’-CATAACTAACATAAGGGGCAA-3’ e anti-sensu SIOLIGOS5’ (5°-
TGAAAACTGAACAAAAGACA-3’) (KWON; JACKWOOD; GELB, 1993), 8,25uL
de H>O para PCR e 3 pL de cDNA a 100ng/mL. Estes oligonucleotideos amplificam
1720 bases do gene S1. As condicdes de termociclagem da primeira reacdo foram:
desnaturacdo inicial 94° C/ 5 minutos, seguidos de 35 ciclos a 94°C/30segundos,
50°C/45segundos e 72°C/2minutos. Um passo de extensdo final a 72°C/5minutos foi
adicionado ao final a reagéo de termociclagem.

Apols concluida a primeira reagdo, 3 pL do produto da primeira reacdo foi
utilizado como molde na segunda reacéo da RT-nPCR. A segunda reacédo foi realizada
em volume final de 25 pL, contendo: 12,5uL de 2x Master Mix Platinum Tag DNA
Polimerase, e 0,3 pM dos oligonucleotideos iniciadores sendo sensu CK4 (5°
TCAAAGCTTCANGGNGGNGCNTA 3%) e anti-sensu CK2 (G}
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CTCGAATCCCNGTRTTRTAYTGRCA 3’) (KEELER et al., 1998). Sendo estes 0s
oligonucleotideos responsaveis pela amplificacdo de um fragmento de 600 pb do gene
S1. As condigdes de termociclagem foram as seguintes: desnaturacao inicial a 94°C/
5minutos, seguidos de 40 ciclos a 94°C/30segundos, 50°C/30segundos e
72°C/30segundos. Um passo de extensao final a 72°C/5minutos foi adicionado ao final a
reacao de termociclagem.

Ao final da reacdo, os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1,5%. A eletroforese foi realizada durante 60 minutos a 75 volts (5
V/cm). Posteriormente, o gel foi corado com brometo de etidio (0,4 mg/mL) e
visualizado sob luz ultravioleta no foto documentador sistema E-Gel® Imager Camera
(Life Technology — ThermoFisher Scientific) para observacdo dos produtos
amplificados desejados de aproximadamente 600 pb. Ambas as reagdes foram
realizadas no termociclador Eppendorf.

5.3 Purificacéo dos produtos da RT-nPCR

As amostras que apresentaram bandas de forte intensidade no gel foram
selecionadas e purificadas. As amostras que apresentaram banda dupla foram cortadas
de um gel de 1% e purificadas logo em seguida, e as amostras com banda Unica foram
purificadas diretamente do produto amplificado. A purificacdo foi realizada atraves do
kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) seguindo os
procedimentos descritos pelo fabricante.

5.4 Sequenciamento de um fragmento do gene S1 do vBIG

Os produtos de PCR foram sequenciados em ambas as dire¢fes utilizando os
mesmos iniciadores utilizados na segunda reacdo do RT-nPCR. O sequenciamento foi
realizado no Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade de Sdo Paulo
(USP) utilizando o equipamento ABI 3730 DNA Analyser — Applied Biosystems/Perkin
Elmer, CA, USA).

5.5 Anélise da variabilidade do gene S1 do vBIG

A qualidade dos eletroferogramas das amostras sequenciadas foi analisada no
software CLC Main Workbench Version 7.2 (Qiagen: CLC bio). As sequéncias
consensu “contigs” foram montadas no mesmo programa e a similaridade de cada
sequéncia foi obtida através de uma busca inicial por meio da ferramenta BLAST
disponivel no endereco eletrdnico http://blast.ncbi. nim.nih.gov/Blast.cqi.

Para o estudo da variabilidade genética do gene S1 do vBIG entre as sequéncias
obtidas neste estudo foi realizado o alinhamento local utilizado o algoritmo Clustalw
disponivel no software CLC Main Workbench Version 7.2 (Qiagen: CLC bio) tomando
como referéncia a cepa vacinal Ma5 disponivel no Genbank sob nimero de acesso
KU736747 (PEREIRA et al., 2016) e para alinhar separadamente as cepas BR foi
utilizado como referéncia a cepa BR disponivel no Genbank sob nimero de acesso
JX182775 (SANTOS et al., 2012). A partir do alinhamento de nucleotideos das
sequéncias foi possivel determinar o percentual de identidade entre as sequéncias assim
como os locais de polimorfismos. O percentual de identidade entre as sequéncias
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obtidas na presente pesquisa também foi calculado a partir das sequéncias de
aminoéacidos, assim como a posicao dos polimorfismos no gene S1 do vBIG.

A andlise dos agrupamentos genotipicos do vBIG realizados neste estudo seguiu
0 método preconizado por Valastro et al. (2016) como uma tentativa de harmonizar a
classificacéo do virus da BIG. Um banco de dados do gene S1 foi montado a partir das
23 sequéncias obtidas neste estudo, 10 sequéncias descritas por Pereira et al. (2016), 14
sequéncias obtidas de isolados brasileiros do vBIG todas disponiveis no Genbank
(Tabela 1) e um banco de dados que compreende 199 sequéncias contendo 6 sequéncias
representativas de cada linhagem do vBIG identificadas por Valastro et al. (2016), além
de 26 cepas identificadas como variantes unicas do vBIG. O banco de dados final
totalizou 246 sequéncias. As 246 sequéncias foram alinhadas utilizado o algoritmo
ClustalW obedecendo a configuracdo padrdo do software Mega 7.0 (THOMPSON et
al., 1994). As extremidades das sequéncias alinhadas foram cortadas de forma que todas
as sequéncias apresentassem o mesmo tamanho no alinhamento final. Os agrupamentos
genéticos foram formados atraves do método de Maximum Likelihood implementado
no software MEGA 7.0. Para analisar a confianca dos agrupamentos formados foi
utilizado o teste de Bootstrap com 1000 réplicas. O modelo de substituicdo de
nucleotideos utilizado foi Kimura-2-parametros. Todas as andlises de agrupamento
foram realizadas no software Mega 7.0.

Tabela 1. InformacGes epidemioldgicas das sequéncias de amostras de vBIG coletadas
e publicadas no GenBank utilizadas para a analise da variabilidade do gene S1 do vBIG.

Ano de Amostra N° acesso
Identificacdo ) Estado Regiao Grupo

deteccdo  de tecido GenBank
VBIG/Brazil/ 2009 ) PR S BR-I Gu38310
2009/ USP- 9
VBIG/BRAZ 531y Tonsila RS S BR-I  JX559803
IL/2011/SB- cecal
VBIG/BRAZ 2010 Tonsila GO C.0O. BR-I JX559804
VBIG/BRAZ 2011 Tonsila RS S BR-I JX559802
VBIG/Brazil/ 2009 - MT C.0. BR-I Gu38310
VBIG/Brazil/ 2007 - PR S BR-I GU38309
VBIG/BRAZ 2010 Tonsila MT C.0. BR-II JX559819
VBIG/BRAZ 2010 Tonsila MT C.0. BR-II JX559821
VBIG/BRAZ 2010 Tonsila MT C.0. BR-II JX559817
UFMG/290 1983 - - - BR-I JX182786
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UFMG/351
UFMG/208
UFMG/200
UFMG/29-

UFV _bursa_
UFV _intestin

UFV_intestin

UFV_kidney
UFV_kidney
UFV_embry

UFV_lung/B
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UFV _trachea
UFV _cecal t

Amostra
Amostra
Amostra
Amostra
Amostra
Amostra
Amostra
Amostra
Amostra
Amostra
Amostra
Amostra
Amostra
Amostra

Amostra

55
55
57
57
58
58

1984
1972
1981
1978
2013
2013
2014
2013
2014
2014
2013
2014
2013
2014
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016

Bursa de
Intestino
Intestino
Rim
Rim
Fluido
Pulméo
Oviduto
Traqueia
Tonsila
Tonsila
Rim
Traqueia
Rim
Tonsila
Traqueia
Rim
Tonsila
Traqueia
Rim
Rim
Traqgueia
Traqueia
Rim

Traqgueia

MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ
RJ

SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE

BR-I
Mass
Mass
Mass
Mass
Mass
Mass
Mass
Mass
Mass
Mass
Mass
Mass
BR-I
Mass
Mass
Mass
Mass
BR-I
BR-I
BR-I
BR-I
BR-I
BR-I
BR-I
BR-I
BR-I
BR-I
BR-I

JX182784
JX182788
JX182789
JX182790
KU73675
KU73675
KU73675
KU73675
KU73675
KU73675
KU73675
KU73676
KU73676
KU73676
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Amostra 2016 Rim RJ SE BR-I -

Amostra 2016 Tonsila RJ SE BR-I -
Amostra 2016 Tonsila RJ SE Mass -
Amostra 2016 Traqueia RJ SE Mass -
Amostra 2016 Traqueia RJ SE Mass -
Amostra 2016 Tonsila RJ SE Mass -
Amostra 2016 Tonsila RJ SE Mass -
Amostra 2016 Traqueia RJ SE Mass -

6 Analise das lesbes em nivel microscépico em Traqueia, Rim e Intestino de aves
positivas na RT-nPCR para o vBIG

Foram confeccionadas no laboratério de Anatomia Patologica da UFRRJ
laminas de histopatologia para observacdo das lesGes nos tecidos de traqueia, rim e
tonsila cecal dos animais considerados positivos na RT-nPCR e gPCR. As amostras
coletadas foram retiradas da formalina a 10%, clivadas, coladas em cassetes e
preparados cubos de corte. As laminas confeccionadas foram coradas em HE
(hematoxilina e eosina) e observadas em microscopio com aumentos que variavam entre
4X, 6.3X, 16X, 25X e 40X, dependendo do foco e tecido analisado. Foram obtidas
algumas imagens para auxiliar no diagnéstico e demonstrar as lesdes mais
predominantes, foram feitas duas imagens por granja, de algum dos 6rgaos coletados e
analisados (traqueia, rim e tonsila cecal). As imagens foram obtidas utilizando o
microscopio LEITZ WETZLAR (Germany) com camera acoplada marca Sony DSC-
F707 do laborat6rio de Anatomia Patoldgica da UFRRJ, com aumentos de 6.3X, 16X,
25X e 40X conforme o foco e imagem desejada. Todo o trabalho histopatoldgico foi por
meio de auxilio e suporte da Profé Dra. Marilene de Farias Brito de Queiroz.
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7 RESULTADOS
7.1 Questionario Epidemioldgico

N&o foi possivel a realizacdo da analise epidemiolodgica devido a dificuldades de
diversas naturezas relacionadas a obtencdo de dados sanitarios das granjas estudadas
neste trabalho. Porém alguns observados sdo possiveis de serem fatores predisponentes
a BIG, como a reutilizacdo de cama, alta densidade de animais, excesso de amonia,
entre outras questdes.

7.2 Deteccdo molecular do vBIG através da RT-qPCR

A técnica de RT-gPCR foi utilizada para realizar a detec¢cdo molecular do vBIG
em um total de 50 aves. Em cada ave a presenca do vBIG foi avaliado nos tecidos da
traqueia, rim e intestino. Foi considerada positiva a ave na qual o virus foi detectado em
pelo menos um dos tecidos avaliados. Utilizando esse critério, um total de 90%
(n=45/50) das aves foram positivas. A frequéncia de aves positivas em cada granja foi
76,92% (n=10/13) em Macaé, 94,12% em Vargem Alegre, 90% (n=9/10) em Lidice e
100% em Passa Trés (n=10/10). Passaram pela triagem de positividade para vBIG 116
amostras de cDNA, de traqueia, rim e intestino de animais de quatro granjas de
diferentes regides. Do total de amostras testadas, 70,68% foram consideradas positivas
(n=82/116) para vBIG (figura 4).

A frequéncia de amostras positivas independente do tecido testado encontradas
em cada granja foi de aproximadamente: 86,6% (n=26/30) em Vargem Alegre, 68,4%
(n=13/19) em Lidice, 90,3% (n=27/30) em Passa Trés e 43,2% (n=15/37) em Macaé.
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Figura 4: Curva de dissociacdo de um fragmento de 147 pares de base da regiao 5’
UTR do genoma do virus da Bronquite Infecciosa das Galinhas amplificado através da
reacdo de RT-qPCR utilizando 116 amostras de cDNA de tecidos de aves naturalmente
infectadas por vBIG em granjas do estado do Rio de Janeiro (Callison et al., 2006).
Controle positivo em azul.

7.3 Detecgdo molecular do vBIG por RT-nPCR

Das amostras positivas na RT-gPCR foram selecionados aleatoriamente cinco
animais de Vargem Alegre, cinco animais de Lidice e de Macaé e quatro animais de
Passa Trés. Os tecidos da traqueia, rim e intestino de cada ave foram testados pela RT-
nPCR com alvo em aproximadamente 600pb do gene S1 do vBIG. Todas as 57
amostras que passaram pela reacdo de RT-nPCR foram positivas (Figura 5). porém,
apenas 23 foram sequenciadas. Na granja de Lidice foram sequenciadas trés amostra de
traqueia e trés de rim. Na granja de Vargem Alegre foram sequenciadas quatro amostras
de traqueia, uma amostra de rim e quatro de intestino. Em Passa Trés foram
sequenciadas uma amostra da traqueia, uma do rim e duas do Intestino. Em uma granja
de postura de Macaé foram sequenciadas uma amostra do intestino, duas amostras do
rim e uma amostra da traqueia.
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo mostrando
a amplificacdo de 600 pares de base através da RT-nPCR do gene S1 do virus da
Bronquite Infecciosa das Galinhas. PM = Peso molecular de 1kb plus (Invitrogen), linha
1 = Controle negativo de amplificagéo; linha 2 = Controle Positivo (cepa vacinal Ma5) e
linhas 3 a 11 = amostras positivas para o vBIG da granja de frango de corte no
municipio de Lidice, RJ.

7.4 Andlise da sequéncia parcial de nucleotideos do gene S1 do vBIG

A andlise filogenética realizada a partir das sequéncias obtidas no presente
estudo com 222 sequéncias do gene S1 do vBIG de diferentes paises demonstrou que
todas as 23 sequéncias pertencem ao genotipo 1, para elucidar melhor, segue um resumo
do que foi obtido: foi realizado um banco de dados contendo 23 sequéncias proprias
deste estudo, adicionadas de 10 descritas por Pereira et al., (2016) e 14 isolados
brasileiros que estavam presentes no GenBank, para finalizar, foram adicionados ao
banco de dados mais 199 sequéncias, sendo seis sequéncias representativas de cada
linhagem descrita por Valastro et al., (2016).

Dentro do genoétipo 1, um total de 10 sequéncias se agruparam na linhagem 1
(GI-1) onde estdo agrupadas as linhagens do VvBIG pertencentes ao sorotipo
Massachusetts e as demais amostras (13 amostras) agruparam-se com as sequéncias
pertencentes a linhagem 11 (GI-11) juntamente com as sequéncias classificadas como
variantes brasileiras do sorotipo BR (Figura 6). Dessa forma, com base na analise
filogenética realizada classificamos as amostras do presente estudo como variantes
virais do sorotipo Massachusetts (Mass) e BR. O percentual de identidade das
sequencias de nucleotideos obtidas neste estudo a partir de amostras de tecidos da
traqueia, rim e intestino de galinhas positivas pela técnica de RT-nPCR para o vBIG
foram primeiramente comparadas a sequéncia da vacina Ma5 (KU736747) do sorotipo
Massachusetts, estabelecendo-a como cepa de referéncia (Figura 7 e 8). O percentual
de identidade variou de 72,41 a 100% entres as 23 sequéncias obtidas no presente
estudo utilizando a cepa vacinal Ma5 como referéncia no alinhamento. Como pode ser
observado nas figuras 7, 8, 9 e 10 um maior grau de polimorfismo foi verificado entre
as cepas pertencentes ao sorotipo BR. O percentual de identidade verificado entre as
amostras classificadas no sorotipo BR variou de 90,64 a 100%. No entanto, em relagéo
a sequéncia UFMG (JX182775) utilizada como referéncia no alinhamento o percentual
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de identidade variou de 87,68 a 88,83% com as amostras obtidas neste estudo (Figura
10). Porém, quando a cepa USP (DQ448274) serviu de referéncia no alinhamento o
percentual de identidade foi consideravelmente superior variando de 91,68 a 100%
(Figura 11). Das 13 amostras classificadas dentro do sorotipo BR, trés pertenciam a
granja de Vargem Alegre, seis a granja de Lidice e quatro granja de Passa Trés. Das trés
amostras detectadas na granja de Vargem Alegre, todas pertenciam a mesma ave, sendo
uma sequéncia obtida de cada tecido. Na granja de Lidice, trés amostras foram obtidas
do tecido traqueal e trés do intestinal. Na granja de Passa Trés, uma amostra foi obtida
da traqueia, uma do rim e duas do intestino. O percentual de identidade das amostras
pertencentes ao sorotipo BR entre as granjas de Vargem Alegre, Lidice e Passa Trés
variou de 90,80 a 100%

Entre as amostras classificados dentro do sorotipo Mass o percentual de
identidade variou de 96,43 a 100%, em relacdo a cepa de referéncia (Figura 9). Esses
valores demonstram uma maior estabilidade genética dentro do sorotipo Massachusetts
guando comparado com o sorotipo BR.
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Figuram%. Agrupamento filogenético baseado em 600 nucleotideos do gene S1 do vBIG detectados por RT-nPCR em tecidos de aves
naturalmente infectadas em granjas do estado do Rio de Janeiro. O conjunto de dados total foram de 245 sequéncias disponiveis no GenBank.

Em G1 - 11, estdo agrupados as sequéncias classificadas como variantes Brasileiras (BR) e no G1-1, as amostras classificadas como variantes da
cepa Massachusets.
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Figura 7. Comparacdo par-a-par do Percentual de Identidade (diagonal inferior) e diferenca (diagonal superior) de um fragmento de
aproximadamente 600 pares de base do gene S1 do virus da Bronquite infecciosa das Galinhas (vBIG) obtidas de amostras de tecido da traquéia,
rim e intestino de aves positivas para o vBIG pela RT-nPCR em granjas de frangos de corte e galinha de postura do estado do Rio de Janeiro. A
cepa vacinal Ma5 do sorotipo Massachusetts foi utilizada como sequéncia de referéncia.
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¢ Amostra58-Lidice-Rim C . T T AGT .G. T. GTT A .G. ... GCA ATA 237
Amostra58-Lidice-Traqueia C . T 3 AGT .G. .T. GTT LA «G GCA ATA 237

Consensus CAT TGT AAT TTT ACT GAT ATT GTT GTG TTT GTT ACA CAT TGT TAT AAA CGT GGT -CA A--
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conserain il (0] [Vl (11 o [ (] o [0 (T OO 0 LT Y T DERY ] [V i e
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ssowces s 101 My TTT xee Gal AeT eva Gle TTT GTT Alx GAT TT TAT ARA eal COT vca s

3?0 4z|o
KU736747.1 (cepa Ma5 vacina) GGG TGT CCT ATA ACT GGC ATG CTT CAA CAG CAT TCT ATA CGT GTT TCT GCT ATG AAA --- 411
Amostrad08-Macag-Rim e = = o wmw @ 8 & wow wE s ¥ ER DR e G Y s muye shy R e ¥an SHE 3 Ew mEA see o ay owes 288
Amostrad11=Macad-RIM' ... . . cn oo oo oo mmme uee e woss misom e owmen tson ceom e w e wwy s i wne sroa e mosn smeie e s p woawe (== & 288
Amostrad0B-Macasintesting’ .cx v » s wmw mw s wmes G W W EE an oW R eEE S G A B Bew  WE 8 % Be AR @ ® e shue s B W am o n 288
Amostra308:Macae TIRUEIS: s n wssr wew mfis w9e @8 AdE the ¢ i LEe §Rw Atr N E ARy PR NG mos 98k & as =& 288
Amostra159-Vargem-Intestino % @ S 7 & e S GaE A % U s - i 8 % " ... --- 288
AmosialsO:Vargen-IEguein: ou s 5 o ol Lol 305 Mee 455 0f's S e GAw L0 KBz Si Eh sam MY ney ads WES 288
AMOStralb6:Vargem-Traquela; - = = wn wm e % ca fwesd G% o B WG SE S & v NEE B E R SeE 0 B % es D8 E & Sy BEN =38 0o s n 288
Amostra157-Vargem-Traqueia . . . ... ... ... ... ... .. CGh AR H L84 Aok LB Zme ez DBE
AMostaTo7-Vargemelntesting. ws & = me an s 5 wo et eos s N es  SEH % BRL Ges W ow @ @ on e ¥R mE R 8 S REmE ww s was iwew 208
Amostradd6-Vargem-ntestino: = & S 3% 558 S50 Tn HE Y T8RO SED LU0 (RB BEY PR WRE PEE MY Fve wew wuy vas === 288
Amostra153-Vargem-Traqueia . AA T s Tow wel wnl CLE Ao 6 A.C CA. T A CCA 297
Amostra153-Vargem-Intestino . AA A0 Tw oz Twe wabe wsl CeC Az s wBs A.C CA. < T AL CCA 297
Amostra1563-Vargem-Rim . AA A8 Ty Tlge uwl T LG Ko Lo A.C CA. T Ao cxn vam GEA 287
Amostra176-Passatrés-Rim . AA Ele) Tas wafe waT Gl Re s 26 A.C CA. < A s ..R ... CAA 297
Amostra172-Passatrés-Intestino . AA .C T awB 5o T CGull B o 2B A.C CA. . T Ay R ... CAA 297
Amostra171-Passatrés-Intestino . AA £ o} E§ LA T Gl A v w B A.C CA. £ T A CAA 297
Amostra176-Passatrés-Traqueia . AA o Tl o s con B LG A. .. LG, A.C CA. + T 7 CAA 297
Amostra55-Lidice-Rim . AA . .C Tiaw wals wn T CWE K w wCa A.C .A. T A CAA 297
Amostra55-Lidice-Traqueia . AA .C T.. ..A .. T C.C A.. .C. A.C .A. T AL sy CAA 297
Amostra57-Lidice-Rim . AA .C Te o amde asT CuB Bw s G A. CA. £ T Ay o S AAA 297
# Amostra57-Lidice-Traqueia . AA .C T a o ol owl GG K. . C. A CA. TN A sl AAA 297
/ Amostra58-Lidice-Rim . AA . .C T B ww T Gl As v B A.. CA. « T A wil AAA 297
Amostra58-Lidice-Traqueia . AA B e LA .T C.C A. B, AL CA. 1 A e AAA 297

cTC ATT CCA CAG AAT TAT ATT CGT ATT TCT GCT ATG AAA eyl

Consensus GAA TGC CCT TTA ACA GGT
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KU736747.1 (cepa Ma5 vacina)
Amostra308-Macaé-Rim
Amostra311-Macaé-Rim
Amostra308-Macag-Intestino
Amostra308-Macaé-Traqueia
Amostra159-Vargem-Intestino
Amostra159-Vargem-Traqueia
Amostra156-Vargem-Traqueia
Amostra157-Vargem-Traqueia
Amostra157-Vargem-Intestino
Amostra156-Vargem-Intestino
Amostra153-Vargem-Traqueia
Amostra153-Vargem-Intestino
Amostra153-Vargem-Rim
Amostra176-Passatrés-Rim
Amostra172-Passatrés-Intestino
Amostra171-Passatrés-Intestino
Amostra176-Passatrés-Traqueia
Amostra55-Lidice-Rim
Amostra55-Lidice-Traqueia
Amostra57-Lidice-Rim
Amostra57-Lidice-Traqueia
Amostra58-Lidice-Rim
Amostra58-Lidice-Traqueia

Consensus
100%
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KU736747.1 (cepa Ma5 vacina)
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Amostra308-Macaé-Intestino
Amostra308-Macaé-Traqueia
Amostra159-Vargem-Intestino
Amostra159-Vargem-Traqueia
Amostra156-Vargem-Traqueia
Amostra157-Vargem-Traqueia
Amostra157-Vargem-Intestino
Amostra156-Vargem-Intestino . . .

.AG

Amostra153-Vargem-Traqueia
Amostra153-Vargem-Intestino . AG
Amostra153-Vargem-Rim . AG
Amostra176-Passatrés-Rim . AG
Amostra172-Passatrés-Intestino . AG
Amostra171-Passatrés-Intestino . AG
Amostra176-Passatrés-Traqueia . AG
Amostra55-Lidice-Rim . AG
AmostraS5-Lidice-Traqueia . AG
Amostra57-Lidice-Rim . GG
Amostra57-Lidice-Traqueia . GG
Amostra58-Lidice-Rim . GG
Amostra58-Lidice-Traqueia .GG

Consensus
100%

Conservation
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e s o e s .. 336
=2t g ae BES 3 .. 33
. .. 336
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e .. 33
T, G5 . .. 33
sw g v 386
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GGA AAT .C. ..T .CT AGC G.T ..G ..T €C: w6 Aun 2oT T 357
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GGA AAT sT JET AGT Gl G & of (ol M - S T T T, 357
GGA AAT T .CT AGT G.T ..G ..T CC. ..G A.. LT T 357
GGA AAT sT «CT AGT IG:T 46 = «T CC: 3G Aun s =T T o 387
GGA AAT ... ..T .CT AGT G.T ..G ..T CC. ..G A.. LT T.. 357
GGA AAT .C. ..T .CT AGT G.T ..G ..T CC: . G Aume o &T T 5 357
GGA AAT .C. ..T .CT AGT G.T ..G ..T CEL . o8 A .. T T, , 857
GGA AAT .C. ..T .CT AGT G.T ..G ..T CC. w6 Awie v ol o w357
GGA AAT .C. ..T .CT AGT G.T ..G ..T ée., ..8 A.. LT ... 357
GGA AAT .C. ..T .CT AGT G.T ..G ..T cC. ..G A.. ST ... 357
GGA AAT .C. .,T .CT AGT G.T .G i CC: ;4G Ax i ,357
GGA AAT AAT GGT CCT AG- GGT TTG TAT AAT TTA ACA GTT CCT GTG ACT AAG TAT
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KU736747.1 (cepa Ma5 vacina)
Amostra308-Macaé-Rim
Amostra311-Macaé-Rim

Amostra308-Macaé-Intestino
Amostra308-Macaé-Traqueia
Amostra159-Vargem-Intestino
Amostra159-Vargem-Traqueia
Amostra156-Vargem-Traqueia
Amostra157-Vargem-Traqueia
Amostra157-Vargem-Intestino
Amostra156-Vargem-Intestino
Amostra153-Vargem-Traqueia
Amostra153-Vargem-Intestino
Amostra153-Vargem-Rim
Amostra176-Passatrés-Rim

Amostra172-Passatrés-Intestino

Amostra171-Passatrés-Intestino

Amostra176-Passatrés-Traqueia

Amostra55-Lidice-Rim
Amostra55-Lidice-Traqueia
Amostra57-Lidice-Rim
Amostra57-Lidice-Traqueia
Amostra58-Lidice-Rim
Amostra58-Lidice-Traqueia
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620 640 660
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| |
KU736747.1 (cepa Ma5 vacina) GGA CCT ATA ACT TAT AAA GTT ATG AGA GAA GTT AGA GCC CTG GCT TAT TTT GTT AAT GGT 639

Amostra308-MBca®-RIM o v« s i ¢ W B NS SRR T R W wen awa ees wlc @R e Rew awe eNw SR sav wew aws 518
Amostra311-Macaé-Rim . . . ... ... ... L. L. L o o e e e e e e e e e oo ... B16
AMOSTES0S-MaclIntosting s « & o5 o v e Goater BB E W BB W 8w eE SR ® SR GRG0 6% @ Rem R e wRm w R s B R am w918
AmOosraB08-Macad-TraquUeIE & &% @i i & Sl B e VEE B TR Y MR RS Y B wa sHE sem Gas @ Aen e mew ae s 516
AMOSTa1C-VEIQOIMEINOBUND s « v oo o &0 wewnw o3 moen s @ AU e e Wy AwC e e 6§00 sEs 6 W e w Gew g el ed % @ we  qei g D10
Amostra1BD-Vargem-TragUBI 5 = < v ww & v % a0 S8 5 R W E SN A aa aRE %M. BN W W WEE aaw 5 e 8 v sen mae e 518
Amostra156-Vargem-Traqueia . . . . . . . .. ... o e e e e e e e e e e e e e o ... b1
AMOBMAIST-Vargam-TrRqQUOIR 5« v i conw o0 swewis 5 wemy ot @ 605 U @ N G SO R R@E W ORAS HE B RGH S eew @ e vm R mas cew o D18
AmostralS7-VargemeIntesting i & 5w e v S M e S E F N GRS B GRS VRA B SR Y Sen aEe $RE AER ine wen wy o 616
AMOSTa166-VArgem=IntOaNG s « w wox  wonw & wmeene b wmeen muE w6 AU Se e W eIw RwE e B o B e 8 Wem s a Sge s g sme ede % @ ads ges s D10
Amostra153-Vargem-Traqueia c FER(c AL T ool C. : o 83T
Amostra153-Vargem-Intestino o} ..G AL T 4wl Cc.. .. 537
Amostra153-Vargem-Rim (o} PRI AL T oA Cc.. . . 837
Amostra176-Passatrés-Rim (o] ) AL T ..A .. 537
Amostra172-Passatrés-Intestino Cc <} AL T o« ol .. 537
Amostra171-Passatrés-Intestino Cc #21Q AL T wal .. 537
Amostra176-Passatrés-Traqueia Cc ..G AL T ..A .. 537
Amostra55-Lidice-Rim C 0.0 oA T ..A .. 537
Amostra55-Lidice-Traqueia (o} R C il T zchA .. 637
Amostra57-Lidice-Rim AL .. 537
Amostra57-Lidice-Traqueia R .. 837
Amostra58-Lidice-Rim AL .. 537
Amostra58-Lidice-Traqueia AL . 537

consensus GGA CCT ATA ACT TAT AAA GTT ATG AGA GAA GTT AAA GCC CTG GCT TAT TTT GTT AAT GGT

consaion, [T T RN T A0 T T [T T Tl T T | 1]
searceco (G (s ATA ACT TAT M 1T ATG AG GAA GTT AeA Gl CT GCT TAT TTT oTT AT GGT

KUTHETAT A (oepa Mak vacinap ACT GCA GAA GAT GTT ATT TTG TGT GAT GGG TCA GCT AGA EGL'. TTG TTA GGA TGO GAG TﬁT L]
Amotfa0E-hacas-Rim LA LA G ETE

Amcatradl1-kacs-Rim M6
Arosira3d- Macaé-nlestng . 5786
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Amostnn 129N argam-Trsquesa . . 578
Amasina | S8 agem- Temgusa 78
Amaitra 157V angad- Teagues ' f . f . . ST6
Amostra 157 Wargemdniesting 5= & & =8 - & ee ... BTE
Asmerging | S8 argem-iniesting . . . . . . . ... BTE
Amaatra 153 argen- Traguea < T A el e LT LT 3 & ST
Amosira 153 W angamdniesting < T LA M R .T .T S N N

Auranral 53 Vimgem-Rim c T LA - LG . T . T A G o5aT

Amastra | Ti-Pasatobs-Rim < T A R - D - . T AL ST
Amasirad TZ-Passainisdniestng < T LA .- .8 .T .T -.A G AT
Aerarad T 1-Passsinds-insating c T LA - i T . T A G o5aT

TP, dn-Trag = T A AL - R - | . T AL ST

AmosiraSb-Lifce-Rim . . C T LA .- ..0 .T .T S S N
At EE | e Trguea c T i I - T LA, oET
ArotradiT-Lidice-Rim A AL LR T
Amostra ST -Lidoe-Traguea A oA, L EaT
A RS-l & & [T
Aot Si-Lidice-Teagues LA LA [~ -1

Cofrhifi J.I:T ﬂc.ﬁ I:A.t GAT Q‘I’T A.T'I' ‘I'TI:: TI:IT G.'l.'l GG TGA l:'.I:T J.I:I-A GGC ‘I'TI'J T'I'.i. GI:A 'El:l: CAR TAC
)

FRTMETAT Y [capa Mok vacinal AAT ACT GGT AAT TN

Amcktulie-acas-Rm i B A ... EB5
Amoatra)l1-kasad-Fim . f .
Arriatra 303- Mo sé-inigstng . 8p
Arvean BI05-Mnz o Tewguda . 588
Amgain 159 Wangam-intesting ]
Amostra 1 S3Nargem Traquesa . 588
Amastra | S8 argam- Terguea LHE
Amgatn | 47V angam-Teaguea . san
Ao 157 Wargemdniesing . -]
Amoiing 1 S8 amem-initing a8
Amostr 18- Vagem-Teaquea . . C .. C . AA ]
Ao 1534, .G Lo LA . B0
Aratrsl 53-Viegem-Rim L+ C L AA -]
Amost | Th-PassablsRim . L .. C L AA ]
Amosiral TI-Passainksinlesting . . C oL AR . E08
Asoatra T1-Passpinks-intpitng . C C L AA L]
AmceraiTi-Passsinde-Traquea . . C . . C | AA ]
-Lifica-Rim . . C oL AK . B0
Arrritin S L it T < € LAA L]
AmosinadT-Lidice-Rim . . C R . A
AmosiraST-Lidoe-Tesyuesa . . O B = ) . B
L < = A L]
Amosindi-Lidce-Traqguea . . T e LA L HE
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rom
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Figura 8. Alinhamento local de nucleotideos de uma sequéncia de aproximadamente
600 pares de base do gene S1 do virus da Bronquite Infecciosa das Galinhas obtidas a
partir dos tecidos da Traqueia, Rim e Instestino de aves positivas no RT-nPCR em
granjas de frango de corte e galinha de postura no estado do Rio de Janeiro. Foi
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utilizado como referéncia a cepa vacinal Ma5 com nimero de acesso no GenBank de
KU736747.

Das 10 amostras obtidas neste estudo e classificadas dentro do sorotipo
Massachusetts, quatro percenciam a granja de frangos de corte de Macaeé e seis a granja
de Vargem Alegre. Das quatro amostras de Macaé, duas foram obtidas a partir do rim,
uma da traquéia e uma do intestino. Em relacéo as seis amostras de VVargem Alegre, trés
foram oriundas da traquéia e trés do Intestino. O percentual de identidade das
sequéncias desse estudo do sorotipo Massachusetts entre as granjas de Macaé e VVargem
Alegre variou de 96,43 a 100%. A amostra 308 Macaé — Rim foi a que apresentou
menor percentual de identidade, tanto em relacdo a sequéncia de referéncia (96,77%),
quanto em relacdo as demais amostras deste trabalho (96,43 a 96,77%), mudancas nas
estrutura de S1 sdo associadas com alteracdes no tropismo, como é o caso desta
amostra. E interessante notar que relagio a amostra 308 o virus detectado no tecido
renal apresentou um percentual de identidade de 96,6% com relacdo ao virus detectado
no tecido da traquéia e do intestino. Isso demonstra que diferentes variantes virais pode
co-existir em uma mesma ave (Figura 9). Ainda com relacdo a amostra 308 Macaé-Rim
que apresentou a maior variabilidade genética foi possivel observar 16 substituicdes de
nucleotideos, dessas 10 ocorreram no nucleotideo da terceira posicdo do codon.
Normalmente, substituicbes de nucletideos nessa posicdo do cdédon ndo altera o
aminoacido e consequentemente a proteina, sendo conhecida nesse caso como
substituicdes silenciosas. Na granja de frangos de corte de Vargem Alegre foi possivel
observar a presenca dos sorotipos Massachusetts e BR no mesmo lote em aves da
mesma idade. Esse resultado prova que € possivel que um mesmo lote de aves pode se
infectar por mais de um sorotipo viral, e que a vacina utilizada (cepa Ma5 do sorotipo
Massachusetts) ndo foi capaz de proteger as aves do desafio de campo. O percentual de
identidade observado entre as amostras do sorotipo Massachusetts e a amostra 153 do
sorotipo BR variou de 72,41 a 72,74% na granja de Vargem Alegre, com variacdo de
168 nucleotideos sendo que as substituicbes no terceiro nucleotideo do codon foi
observada em apenas 50 posi¢Oes. Dessa forma, a maioria das substituicdes alteram o
aminoéacido e consequentemente a proteina.
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Amostra308-Macaé-Rim
Amostra311-Macae-Rim
Amostra308-Macaé-Intestino
Amostra308-Macae-Traqueia
Amostra159-Vargem-Intestino
Amostral159-Vargem-Traqueia
Amostra156-Vargem-Tragueia
Amostra157-Vargem-Traqueia
Amostra157-Vargem-Intestino
Amostra156-Vargem-Intestino

Figura 9. Comparacdo par-a-par do Percentual de Identidade (diagonal inferior) e diferenca (diagonal superior) de um fragmento de
aproximadamente 600 pares de base do gene S1 do virus da Bronquite infecciosa das Galinhas (vBIG) obtidas de amostras de tecido da traquéia,
rim e intestino pertencentes ao sorotipo Massachusetts de aves positivas para o vBIG pela RT-nPCR em granjas de frangos de corte e galinha de
postura do estado do Rio de Janeiro. A cepa vacinal Ma5 do sorotipo Massachusetts foi utilizada como sequéncia de referéncia.
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JX182775.1 UFMG |

Amostra153-Vargem-Traqueia

Amostra153-Vargem-Intestino |
Amostra153-Vargem-Rim

Amostral71-Passatrés-Intestino

Amostra172-Passatrés-Intestino |

Amostral76-Passatrés-Traqueia

Amostral76-Passatrés-Rim |
Amostra55-Lidice-Traqueia

Amostra55-Lidice-Rim ‘f ¥
Amostra57-Lidice-Traqueia |

Amostra57-Lidice-Rim
Amostra58-Lidice-Traqueia
Amostra58-Lidice-Rim

1

5 [ 6 [ 7 [ 8 [ o [ 10 [ 11 ] 2] 18] 14_
9507| 9524| 9540| 9524| 9491| 9491| 9146| 9146| 9146| 9146
9507 9524 9540 9524 9491 9491| 9146 9146 9146[ 9146
9507 9524| 9540 9524 9491 9491 9146| 9146 9146| 09146
30 30 30 90,80| ©0,80| 9080 9080
29 29 29 9097| 9097 9097| 9097
28 28 28 91,13 91,13 091,13 9113
29 29 29 9097 9097| 9097| 9097
S EREREDE
31 31 31 9064| 9064| 9064 9064
52 52 52 56 55 54 55 57 57
52 52 52 56 55 54 55 57 57
52 52 52 56 55 54 55 57 57
52 52 52 56 55 54 55 57 57

Figura 10. Comparacdo par-a-par do Percentual de ldentidade (diagonal inferior) e diferenca (diagonal superior) de um fragmento de
aproximadamente 600 pares de base do gene S1 do virus da Bronquite infecciosa das Galinhas (vVBIG) pertencentes ao Sorotipo BR obtidas de
amostras de tecido da traquéia, rim e intestino de aves positivas para o VBIG pela RT-nPCR em granjas de frangos de corte do estado do Rio de
Janeiro. A cepa UFMG do sorotipo BR (JX182775) foi utilizada como sequéncia de referéncia.
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DQ448274.1 (USP)
Amostra153-Vargem-Traqueia
Amosiral53-Vargem-intestino
Amostra153-Vargem-Rim
Amostra172-Passatrés-Intestino
Amostra171-Passatrés-Intestino
Amostral76-Passatrés-Rim
Amostral76-Passatrés-Traqueia
Amostra55-Lidice-Rim
Amostra55-Lidice-Traqueia
Amostra57-Lidice-Rim
Amostra57-Lidice-Traqueia
Amostra58-Lidice-Rim
Amostra58-Lidice-Traqueia
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30 30 30 30
29 29 29 29
28 28 28 28
31 31 31 31
3 N N N

Figura 11. Comparacdo par-a-par do Percentual de ldentidade (diagonal inferior) e diferenca (diagonal superior) de um fragmento de
aproximadamente 600 pares de base do gene S1 do virus da Bronquite infecciosa das Galinhas (vVBIG) pertencentes ao Sorotipo BR obtidas de
amostras de tecido da traqueia, rim e intestino de aves positivas para o vBIG pela RT-nPCR em granjas de frangos de corte do estado do Rio de
Janeiro. A cepa USP do sorotipo BR (DQ448274) foi utilizada como sequéncia de referéncia.
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7.5 Variabilidade na sequéncia de aminoacidos deduzido do gene S1 do vBIG

Um alinhamento das sequéncias dos polipeptideos também foi realizado
utilizando as amostras do sorotipo Massachusetts, tendo como referéncia a cepa vacinal
Ma5 (KU736747), como também as amostras dos sorotipos BR, utilizando como
referéncias as cepas UFMG (JX182775) e USP (DQ448274). Por meio destes
alinhamentos foi possivel a construgdo de tabelas que auxiliam na visualizacdo e na
localizacdo dos aminoacidos que divergem comparados a amostra referéncia. A regiao
conservada do gene S1 do vBIG ndo foi analisada, pois a qualidade do sequenciamento
dessa regido nao foi satisfatoria. O gene S1 do vBIG possui duas regides hipervariaveis
(KUTERS et al., 1989) que estdo localizadas entre aminoacidos das posi¢des 54 a 68
(regido Hipervariavel 1 - RHV) e 116 a 141 regido RHV 2. Nestas regides € esperada
uma maior frequéncia de polimorfismos, contudo, também sdo pontuadas outros
aminoacidos que apresentaram divergentes em relacdo as amostras que serviram de
referéncia no alinhamento.

Na Tabela 1, sdo pontuados o niumero e a posi¢do dos aminoacidos divergentes
entre as amostras do sorotipo Massachusetts desse estudo e a cepa vacinal Ma5 de
referéncia. Foi possivel verificar que a amostra 308 Macaé — rim possui uma maior
frequéncia de substituicbes na sequéncia do polipeptideo, tanto em relacdo a cepa
vacinal Ma5 quanto as demais amostras descritas nesse estudo. No entanto, a maioria
das substituicbes ocorreram fora das regides hipervariaveis, conforme pode ser
observado na Tabela 1. Na figura 12, estdo relacionados os percentuais de identidade
entre as amostras obtidas nesse estudo pertencentes ao sorotipo Massachusetts em
relacdo a cepa vacinal Mab5.

Os percentuais de identidade de aminoacidos de todas as amostras do sorotipo
Massachusetts obtidas de aves naturalmente infectadas variou de 96,92 a 100% com
relacdo a cepa vacinal Ma5. Um resultado semelhante foi observado entre as amostras
obtidas nesse estudo, onde o percentual de identidade variou de 95,90 a 100%. Apesar
da variabilidade genética observada entre as amostras desse estudo e a cepa vacinal Ma5
ainda é possivel que haja protecdo cruzada, devido a alta similaridade entre as amostras
observadas quando comparadas a cepa vacinal e as poucas alteracdes nas regides
hipervariaveis, que seriam de maior relevancia para alterar a protecdo cruzada (LENZ,
2006).

34



Tabela 2 — Andlise em relacdo ao numero e posicdo das substituicdes de aminoécidos
da sequéncia de polipeptideo deduzida de uma porcdo do gene S1 de amostras
classificadas no sorotipo Massachusetts obtidas de frangos de corte e galinhas de
postura positivas para o vBIG através da técnica de RT-nPCR em granjas do estado do
Rio de Janeiro. A cepa vacinal Ma5 do sorotipo Massachusetts sob nimero de acesso
KU367447 no GenBank foi utilizada como sequéncia de referéncia

Regi&o _ Regi_éo _ Regi_éo
Amostras conservada hipervariavel 1 hipervariavel 2

43 o4 70 74 101 130 179 205
KU367447 — H S | G Y S A R
308 — intestino - H P | G Y S A R
308 — tragueia - H P | G Y S A R
308 — rim - H S T DH E E K
311 - Rim - H S | G Y S A R
159 — intestino Y P | G Y S A R
159 — traqueia — Y P | G Y S A R
156 — intestino Y P | G Y S A R
156 — traqueia — Y P | G Y S A R
157 — traqueia — Y P | G Y S A R
157 — intestino H S | G Y S A R

Na Tabela 2, estdo pontuados o nimero e posi¢do dos aminoacidos divergentes
entre as amostras pertencentes ao sorotipo BR quando comparadas com a cepa USP do
sorotipo BR. Neste caso, uma maior frequéncia no ndmero de substituicbes de
aminoéacidos foi observada nas regifes hipervariaveis 1 e 2 quando comparadas com
outras regides da sequéncia de polipeptideo deduzido do gene S1 do vBIG (Tabela 3).
Quando o percentual de identidade entre a cepa USP e as amostras desse estudo foi
comparado verificou-se uma variacio de 90,45 a 100%. E possivel verificar um
percentual de 100% de identidade na sequéncia de aminoacidos entre as amostras de
Vargem Alegre 153 (intestino, rim e traqueia) com as amostras referéncia da USP. A
maior variabilidade genética na sequéncia de aminoacido foi observada entre as
sequéncias da granja de Passa Trés juntamente com a amostra 55 da granja de Lidice
(Traquéia e Rim) em relacdo as demais amostras da granja de Lidice e Vargem Alegre.
O percentual de identidade entre essas amostras variou de 88,20 a 88,76%.
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KU736747.1 (cepa Ma5 vacina) (+1) 196,92 9897| 9897 9897| 9897| 9897
Amostra308-RimMacaé (+1) 6 . 9692
Amostra308-intestinoMacaé (+1)
Amostra308-TraqueiaMacaé (+1)

Amostra311-RimMacaé (+1) 6 9897 9897 9897| 9897| 9897
Amostra159-Vargem-Intestino (+1) N s 9897
Amostra159-Vargem-Traqueia (+1) 2 | 2 98,97
Amostra156-Vargem-Intestino (+1) 2 ";‘ -‘98;97
Amostra156-Vargem-traqueia (+1) 2 2 98,97
Amostra157-Vargem-traqueia (+1) : 2 ﬂ 98,97
Amostra157-Vargem-intestino (+1) 6 | 2| 2| 2| 2| &

Figura 11. Comparagdo par-a-par do Percentual de Identidade (diagonal inferior) e diferenca (diagonal superior) de um fragmento de
aproximadamente 200 aminoacidos deduzidos de uma porcéo do gene S1 do virus da Bronquite infecciosa das Galinhas (vBIG) pertencentes ao
Sorotipo Massachusetts obtidas de amostras de tecido da traqueia, rim e intestino de aves positivas para o vBIG pela RT-nPCR em granjas de
frangos de corte e galinhas de postura do estado do Rio de Janeiro. A cepa vacinal Ma5 foi utilizada como referéncia (KU736747).
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Quando a cepa UFMG foi utilizada como sequéncia de referéncia uma
variabilidade de 72,43 a 75,31% foi observado em relacdo as amostras obtidas no
presente estudo. E nitidamente notavel que o percentual de identidade é
consideravelmente inferior quando a cepa da UFMG foi utilizada como referéncia.
Possivelmente, tal fato esteja relacionado com a época de isolado das duas cepas. A
cepa da UFMG foi isolada na década de 70, porém a cepa da USP foi isolada no ano de
2004. Dessa forma, é perfeitamente aceitavel que as amostras obtidas neste estudo
apresentem o percentual de identidade mais proximo da sequéncia mais recente (USP).
O percentual de identidade entre as amostras do sorotipo BR detectadas neste estudo,
qguando comparados a cepa UFMG de referéncia (Figura 14), apresentou um percentual
de identidade abaixo de 80%, 0 que pode representar pouca protecdo-cruzada caso a
cepa UFMG fosse utilizada como cepa vacinal. Entretanto, com relacdo a cepa USP
poderia proteger as aves com maior eficacia, devido a alta similaridade na sequéncia de
aminoacidos, seguindo a teoria de Landman et al., (2006).
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Tabela 3. Analise em relagdo ao nimero e posicao das substituicbes de aminoacidos da sequéncia de polipeptideo deduzida de uma porgéo do
gene S1 de amostras classificadas no sorotipo BR obtidas de frangos de corte positivos para o vBIG através da técnica de RT-nPCR em granjas
do estado do Rio de Janeiro. A cepa USP sob nimero de acesso DQ4482741 no GenBank foi utilizada como sequéncia de referéncia.

Regido hipervariavel

Amostras cor?:egrl\?;) i 1 Regido hipervariavel 2

43 55 56 57 64 65 67 71 78 88 96 97 106 107 118 120 121 124 133 138 139 141 144 161 162 189 199 219
DQ4482741 H Q TNSSKASLSOQTD S S T S HAMTZPT S K K K L
176 — Passa H HRAPSTITXTLSQS D S S NP HAIXUONS KK T V
172 — Passa Y HRAPSTATLSQS D S S NP HAXON S K K T V
171 — Passa H HRAPSTITATLSQS D S S NP HAMUON S KK T V
176 — Passa H HREPSTATLSQS D S S NP HAMUON S K K T V
55 — Lidice H HGAPSTATLSQS D S S NP Y AMUOT S KK T V
55 — Lidice H HGAPSTATLSQS D S S NP Y AMUOT S K K T V
58 — Lidice H Q TNSTTATOQOQTE S GR A1 PHUVMIEKTU®PI RN K V
57 — Lidice H Q TNSTTITATOQOQTE S GR A1 PHUVMIEKTU®PI RN K V
58 — Lidice H Q TNSTTITATOQOTE S GR A1 PHUVMIEKTU®PR RN K V
153 - H Q TNSSTATLSQTD S S T S HAMUP T S K K K L
153 — H Q TNSSTATLSQTD S S T S HAMU P T S K K K L
153 — H Q TNSSTATLSQTD S S T S HAMU P T S K K K L
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DQ448274.1 (USP) (+1) |
Amostral76-Passatrés-im (+1)
Amostra172-Passatrés-intestino (+1)
Amostra171-Passatrés-Intestino (+1) |

Amostra176-Passatrés-Traqueia (+1)
Amostra55-Lidice-Tragueia (+1) |
Amostra55-Lidice-fim (+1) |
Amostras8-Lidice-Rim (+1) |
Amostra57-Lidice-Traqueia (+1)
Amostra58-Lidice-Tragueia (+1) |
Amostra153-Vargem-intestino (+1) |
Amostra153-Vargem-rim (+1) | 1
Amostra153-Vargem-Traqueia (+1) |

Figura 12. Comparagdo par-a-par do Percentual de Identidade (diagonal inferior) e diferenca (diagonal superior) de um fragmento de
aproximadamente 200 aminoacidos deduzidos de uma porcéo do gene S1 do virus da Bronquite infecciosa das Galinhas (vBIG) pertencentes ao
Sorotipo BR obtidas de amostras de tecido da traqueia, rim e intestino de aves positivas para o vBIG pela RT-nPCR em granjas de frangos de
corte do estado do Rio de Janeiro. A cepa USP do sorotipo BR foi utilizada como referéncia (DQ448274).
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| T le | 8| s | « 7 | 8 | 9 | 10 | 11 | 12 18

JX1827751UFMG(+1) | 1
Amostral53-Vargem-Tragueia (+1) 20 9356 9356 9307| 9356 9356 9356] 9059| 9059 9059
Amostra153-Vargem-Intestino (+1) | 8 9356| 9356| 9307| 9356| 9356 9356 9059 9059 9059
Amostra153-Vargem-fim (+1) 4 9356| 9356 9307 9356 9356 9356 9059 9059 9059
Amosira176-Passatrés-im (+1) g ]; 89,11 89,11 89,11
Amostra172-Passatrés-intestine (+1) | 6 89,11| 89,11| 89,11

88,61 88,61 88,61
89,11 89,11 89,11
89,11 89,11 89.11

Amostra171-Passatrés-Intestino (+1) 7
Amostra176-Passatrés-Traqueia (+1) | 8
Amostrab5-Lidice-Tragueia (+1)

S R

9
Amostra55-Lidice-rim {+1) 10 89,11| 89,11| 89,11

Amostra58-Lidice-Traqueia (+1) | 11 19 19 19 22 22 23 22 22 22
Amostra58-Lidice-Rim (+1) | 12 19 19 19 22 22 23 22 22 22
Amostra57-Lidice-Traqueia (+1) | 13 19 19 19 22 22 23 22 22 22

Figura 13. Comparacdo par-a-par do Percentual de ldentidade (diagonal inferior) e diferenca (diagonal superior) de um fragmento de
aproximadamente 200 aminoacidos deduzidos de uma porcdo do gene S1 do virus da Bronquite infecciosa das Galinhas (vBIG) pertencentes ao
Sorotipo BR obtidas de amostras de tecido da traquéia, rim e intestino de aves positivas para o vBIG pela RT-nPCR em granjas de frangos de
corte do estado do Rio de Janeiro. A cepa UFMG do sorotipo BR foi utilizada como referéncia (JX182775).
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7.6 Analise Histopatoldgica

Os achados histopatologicos nos tecidos de traqueia foram de intensidades
variadas, sendo o tecido mais afetado em todas as aves. Foi possivel visualizar perda de
cilios, erosao epitelial, desprendimento do epitélio, focos de inflamacédo com infiltrados
mononucleares, hipertrofia, hiperplasia de células caliciformes e presenca de muco em
algumas laminas. Figura 15 A, C, E, G

Nos rins, em galinhas de postura da granja de Macaé apresentavam acumulo de
gordura, visiveis em lamina, contudo foi possivel verificar nestas aves e das outras
granjas a presenca de alguns focos de necrose, presenca de picnose e cariorrexia,
congestdo com hemossiderina, degeneracdo vacuolar, com acidofilia citoplasmatica,
além de células atipicas, sendo as aves da granja de Passa trés com maior incidéncia
destas figuras mitoticas e com maior nimero de lesdes em rim. Figura 15 B.

Nas laminas de tonsila cecal, foram visualizadas figuras mitéticas em Passa trés;
em Macaé, como foi verificado a presenca de parasito em uma das laminas, qualquer
lesdo no tecido foi desconsiderada pela impossibilidade de descrever a lesdo como causa
da doenca. As granjas de Lidice e Vargem Alegre ndo apresentaram lesdes dignas de
nota.

As amostras de tecidos analisadas em laminas de microscopia foram distribuidas
na Tabela 4 abaixo com as lesGes de maior frequéncia de aparecimento a cada 6rgao por
granja, segue abaixo com os seguintes resultados:
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Tabela 4. Alteracbes microscopicas observadas em cortes histologicos do tecido
traquel, renal e intestinal de aves positivas para o vBIG através da técnica de RT-nPCR
em granjas de frangos de corte e galinha de postura do estado do Rio de Janeiro.

Tecidos
Granja -
) Traqueal Renal Intestinal
Perda de cilios; eroséo do
epitélio; descamacao; Alguns focos de .
) : . : Devido presenca de
hiperplasia de células necrose; presenca de . .
I L : . " parasito Heterakis
) caliciformes e infiltrado picnose e cariorrexia; .
Macae ; ~ gallinarum,
mononuclear; Presenca de Congestdo com .
Z S desconsideramos
exsudato serohemorragico hemossiderina;
- < qualquer achado
e mucofibrinoso no degeneracdo vacuolar
lUmen.
Perda de cilios; eroséo do
epitelio; descamacao; . « . N
Vargem P . a6 Infiltracdo de células Sem alteragdes
hiperplasia de células . . . )
Alegre L L inflamatorias multifocal dignas de nota.
caliciformes e infiltrado
mononuclear;
Proliferacdo de células
- ~ mononucleares, presenca .
Perda de cilios; erosdo do . presenc Presenca de figuras
e . de picnose e acidofilia O
epitélio; descamacao; X . mitoticas;
Passa ) : . citoplasmatica; presenga . 9
o hiperplasia de células . . proliferacéo de
Trés . e de celulas atipicas . L
caliciformes e infiltrado . ) células atipicas na
; bizarras tanto em células
mononuclear; o mucosa.
epiteliais como em
glomerulos
Perda de cilios; eroséo do
Lidice epitélio; descamagéo; Infiltracdo de células Sem alteragdes

hiperplasia de células
caliciformes e infiltrado

mononucleares

dignas de nota.
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G

Figura 15 — Analise histopatolégica em tecidos de aves naturalmente infectadas com
Bronquite Infecciosa das Galinhas em granjas do Estado do Rio de Janeiro. A: Traqueia
de galinha da regido de Macaé apresentando eroséo epitelial, perda de cilios e infiltracdo
da ldmina propria — aumento de 16X. B: Rim de Galinha da regido de Macaé com vaso
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congesto com presenca de hemossiderina — aumento de 6.3X. C: Traqueia de Galinha da
regido de Vargem Alegre com desprendimento do epitélio — aumento de 16X. D: Rim
de Galinha da regido de Vargem Alegre com infiltracdo de células mononucleares
multifocal — aumento de 40X. E: Traqueia de Galinha da regido de Passa Trés com
Hipertrofia de células caliciformes — aumento de 6.3X; F: Tonsila Cecal de galinha com
presenca de detrictos nucleares e figuras mitéticas — aumento de 40X. G: Traqueia de
Galinha da regido de Lidice com hipertrofia e hiperplasia de celulas caliciformes —
aumento de 16X; H: Rim de Galinha da regido de Lidice com proliferacdo de células
mononucleares — aumento de 40X;
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8 DISCUSSAO
8.1 Analise da variabilidade genética do gene S1 do vBIG

A continua emergéncia de variantes virais de vBIG é um agravante para a
producdo avicola, pois apesar da existéncia de protocolos vacinais, ainda é possivel a
ocorréncia de surtos da doenca. No presente estudo foi obtida uma frequéncia de 90%
de positividade para vBIG em aves que foram previamente vacinadas, esta deteccao foi
realizada por meio da reacdo de RT-gPCR que é uma reacdo bastante sensivel com alta
especificidade (CALLISON et al., 2006; ZHAO et al., 2015; FRAGA et al., 2016).
Porém somente a deteccdo do agente ndo seria suficiente para elaboragdo deste estudo,
logo foi necessario aprofundar na genealogia das amostras estudadas, com a realizacdo
de uma reacdo de RT-nPCR seguida de sequenciamento, que tornou possivel a analise
de um fragmento do gene S1, de aproximadamente 600 pb, demonstrando a presenca de
alta variabilidade do gene S1 do vBIG com a ocorréncia de variantes virais pertencentes
aos sorotipos Mass e BR nas granjas estudadas. A analise molecular de isolados a
campo de vBIG pode auxiliar em protocolos vacinais, devido a obtencdo de
informagBes importantes em relacdo a sequéncia do virus presente em surtos,
possibilitando a comparacdo entre amostra coletada e amostra vacinal, podendo
determinar a probabilidade de protecdo-cruzada entre elas (CAVANAGH, 2003; COOK
et al., 1999, GELB et al., 2005), além disso, auxilia no enriquecimento sobre a doenca e
seu agente, podendo servir quem sabe como fonte em estudos epidemiolégicos.

A obtencdo das amostras de RNA extraidas diretamente de tecidos € uma pratica
que apresenta algumas dificuldades para gerar um material genético de boa qualidade,
pois pode ocorrer a diminui¢do de amplificacdo das sequéncias, por diversos motivos,
tais como a alta quantidade de material genético do préprio hospedeiro, por exemplo.
Logo, é necessario preservar o tecido para prevenir a degradacdo do material genético
durante o processo de coleta, transporte e processamento, considerando que para
garantir o isolamento ou a amplificacdo, a temperatura ideal para armazenagem e
transporte da amostra seja de até 4°C (KULIWABA; FAZZALARI; FINDLAY, 2005).
Outro aspecto importante a considerar € a baixa concentracdo de RNA viral no tecido
quando se realiza a extracdo direta (CHAMORRO, 2015), o que torna muito comum 0
uso da técnica de extracdo de RNA viral apds inoculacdo em ovos embrionados (GUY,
2008) como realizado em diversos trabalhos de analise do gene S1 de vBIG no Brasil
(OKINO, 2007; FERNANDO, 2013; PEREIRA, 2015). Neste trabalho, foi realizada a
coleta dos tecidos e armazenamento em RNA later, que é um reagente que garante a
preservacdo do contetido coletado até mesmo em temperatura ambiente (25°C), porém
as amostras foram refrigeradas em freezer -80°C e todo processo de extracdo foi
realizado em gelo, para garantir que as amostras ndo degradassem. Mesmo com as
dificuldades apresentadas acima, a extracdo direta do tecido € um método utilizado por
diversos autores (SANTOS, 2012; CHAMORRO, 2015) assim como foi feito neste
trabalho. Dessa forma, a escolha de realizar a deteccdo e caracterizagdo molecular do
vBIG diretamente do tecido foi tomada uma vez que o virus quando inoculado em ovos
embrionados ou em qualquer outro sistema de isolamento viral pode sofrer mutacéo.
Sendo assim, a variante viral detectada pode ndo representar aquela que ocorre no
campo (BEAUDETTE, 1951; AMMAYAPPAN et al., 2009).

Neste trabalho além da coleta de amostras de traqueia, também foram realizadas
coleta de rim e tonsila cecal, pois ja existem publicagdes que comprovam que o vBIG
infecta inicialmente o sistema respiratorio superior e pode realizar sua replicagdo em
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tecidos dos sistemas digestivos e genito-urinario e reprodutor (SCHALK; HAWN,
1931; GANAPATHY et al., 2012; TORRES et al., 2013; BALESTRIN et al., 2014).

Quanto aos resultados deste trabalho, a obtencdo de sequéncias de S1 similares a
sequéncia vacinal do sorotipo Mass é um achado frequente em estudos realizados no
Brasil, em que mesmo apds vacinacdo, & possivel a ocorréncia de sinais clinicos
compativeis com a doenga (VILLARREAL et al., 2010; CHACON et al., 2011;
FRAGA et al., 2013). Di Fabio et al. (2000) foram um dos primeiros autores que
analisaram amostras das regides Norte, Nordeste, Sul e Sudeste do Brasil, incluindo
amostras provenientes de granjas do estado do RJ. As aves que tinham sido vacinadas
com H120, ap6s um tempo apresentaram sinais clinicos, somente respiratorios a
principio, e compativeis com a doenca, e nesta amostra analisada foi detectada
similaridade ao sorotipo vacinal, com pouca variacdo, j& no presente estudo, foram
detectadas sequéncias de similaridade com sorotipo do tipo Mass, além de variantes BR,
que vém ocorrendo por todo territério nacional (ABREU et al., 2010; FELIPPE et al.,
2010; VILLARREAL et al., 2010; CHACON et al., 2011; BALESTRIN et al., 2012;
FRAGA et al., 2013).

A respeito da semelhanca de sequéncias coletadas a campo, tal qual foi realizado
neste estudo, com de sorotipos vacinais, € necessario considerar alguns pontos
essenciais, como: 0 RT-PCR néo enseja a distin¢ao entre a presenca do RNA gendmico
e a ocorréncia de transcricdo de RNA mensageiro, que auxiliaria na confirmagdo do
tecido coletado estar infectado de fato, ou se a presenca do conteudo viral fosse devido a
viremia, pois assim que ha a replicacdo viral no trato respiratério superior, com a
presenca do virus no sangue, ocorre a disseminacdo do agente para outros tecidos,
(CUNNINGHAM, 1975; DHINAKAR RAJ; JONES, 1997). Contudo, as aves que
participaram deste estudo apresentavam sinais clinicos correspondentes a BIG,
entretanto ndo € possivel afirmar que todas as amostras positivas analisadas fossem
correspondentes a ocorréncia de processos patologicos correspondentes a este virus em
questdo, no momento de coleta da ave.

Quanto a emergéncia de variantes virais, que sao distintas dos sorotipos vacinais,
a questdo da pressdo imunoldgica sob o virus é bastante importante, pois o instinto de
sobrevivéncia do agente ira acionar mecanismos de adaptacdo que podem gerar através
de processos de delecdo, recombinacdo e insercdo, 0 surgimento de variantes, que
podem ou ndo apresentar protecdo-cruzada. Por meio da andlise do percentual de
identidade de aminoécidos nas sequéncias de S1, é possivel verificar um indicio de um
isolado apresentar maior ou menor protecdo cruzada comparada a cepa referéncia, caso
esta, seja uma cepa vacinal, podendo sugerir sua eficacia; as amostras com percentual
elevado, como encontrada nas amostras de Macaé e seis amostras de Vargem Alegre,
(96,98% a 100%), podem apresentar niveis altos de protecdo-cruzada, comparada a
amostras com menor identidade (CAVANAGH et al., 1997; LANDMAN et al., 2006).

A vacinacdo como forma de prevencdo, ndo vem sendo eficiente, promovendo
pouca ou nenhuma protecdo em lotes vacinados, com vacinas vivas atenuadas ou virus
morto. A propria formulacdo das vacinas, utilizando mais de um tipo antigénico, a fim
de auxiliar na protecdo das aves quando desafiadas com variantes virais, pode promover
a incidéncia de novas variantes, através da pressao imunoldgica criada sobre o agente,
oferecendo assim uma oportunidade de escape com adaptacdo ou mutacdo do virus
(GANDON, 2001; GANDON; DAY, 2008). Diversos trabalhos demonstram a pressao
do sistema imune como um fator importantissimo para a emergéncia de variantes virais.
Toro et al., (2012) realizaram um trabalho experimental com dosagens variadas da
vacina utilizada na regido, tipo Arkansas (Ark), com inimeras passagens em 0vOS
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embrionados de aves imunocomprometidas; o resultado obtido foi uma variabilidade do
virus extraido destas amostras, que segundo este autor, devido a pressdo de selecdo
imune, o0 agente necessita driblar as medidas de protecdo do organismo para sobreviver,
podendo utilizar mecanismos de delecdo, insercdo e recombinacdo para continuar a
replicacdo viral e garantir a sobrevivéncia do virus.

As vacinas vivas apresentam eficacia em controle de doengas virais, porém
existe a possibilidade da ocorréncia da doenca por reversao da viruléncia nestas vacinas
(HOPKINS; YODER, 1986; NIX et al., 2000). A vacina do sorotipo Mass, amostra
Mab5, utilizada como sequéncia referéncia neste trabalho, foi introduzida no Brasil no
inicio dos anos 90, com a promessa de proteger os lotes tanto contra variantes do
sorotipo Mass quanto variantes brasileiras. Esta vacina é produzida por processo de
purificacdo e clonagem bioldgica em cultura de células de embrides de galinhas livres
de patogenos especificos (SPF - do inglés Specific Pathogen Free). Como uma vacina
atual, a Ma5 tem reduzida taxa de ocorréncia no Brasil, contudo, novos casos surgem no
decorrer dos anos, como 0 encontrado nas granjas estudadas neste estudo. Apesar dos
sinais clinicos compativeis com BIG nas aves estudadas, é necessario salientar que ha a
possibilidade da ocorréncia da doenca por falha vacinal, baixa dose ou imunidade
comprometida da ave no momento da inoculacdo (HOEER, 2010); ou até mesmo a
ocorréncia da BIG pela cepa do tipo Mass, contudo, existem outras doencas que podem
acometer lotes industriais de aves, que possuem sinais clinicos bastante similares, como
NewCastle, Laringotraqueite e coriza infecciosa, sendo possivel a confirmacdo, somente
com diagnéstico diferencial (HIPOLITO et al., 1979).

Quando se utiliza vacinas recombinantes, esta variabilidade génica proporciona
novos obstaculos ao virus, entretanto, quando o virus consegue se adaptar as mudangas
ambientais a que esta sendo desafiado, ele pode infectar outros tecidos do hospedeiro,
em busca de sobrevivéncia (JACKWOOD E SOMMER, 2002). Porém, também pode se
levar em conta que a ampliacdo de gendtipos virais em vacinas pode ser vantajoso para
a protecdo, ja que havera maior resposta antigénica, o que aumentaria a protecdo do
organismo desafiado a campo (NIX et al., 2000).

Em alguns trabalhos, é possivel encontrar a estimativa de taxa de mutabilidade
do virus encontrada apos utilizacdo de vacinas recombinantes, as maiores taxas, que
ficam em torno de 3 x 102 e 1,5 x 102, sdo utilizando cepas modificadas, tipo 793/B
VBIG (CAVANAGH et al., 1998) e tipo DEO72 (LEE; JACKWOOD, 2001),
respectivamente. As cepas do sorotipo Massachusetts, utilizadas como cepas vacinais
por todo o mundo, inclusive no Brasil, € o Unico sorotipo utilizado em programas
vacinais permitidos pelo Governo e tem uma taxa mutacional estimada em 1,9 x 10 -3
(MCKINLEY et al., 2011).

Os estudos acima citados, que demonstram a constante identificacdo de variantes
distintos do sorotipo utilizado em programas vacinais, assim como, o0s resultados
apresentados neste trabalho, em que foi verificado um percentual de identidade com
variagdo de 72,41% a 100% nas 23 sequéncias obtidas através de alinhamento de
nucleotideos, confirmam estudos como de Toro et al (2012), que verifica que a evolugéo
do virus é gerada por presséo do sistema imune das aves. Também existem evidéncias
de recombinagdo de sorotipo Mass vacinal com amostras a campo em condic¢des
naturais (LIU et al., 2013).

Por meio de comparacdes de sequéncias de amostras coletadas a campo e
amostras vacinais como referéncia, de diferentes sorotipos, é possivel realizar uma
determinacdo antigénica com maior precisdo (NIESTERS et al., 1986; CAVANAGH,;
DAVIS; MOCKETT, 1988). A glicoproteina S1 é responsavel pelas respostas de
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neutralizacdo e producdo de anticorpos especificos, portanto mudancgas na sequéncia
deste gene refletem diretamente na determinacdo do sorotipo e a produgéo do complexo
antigeno-anticorpo (KWON, 1993), sendo assim, quaisquer alteracdes em S1 proximas
do dominio de ligagdo do receptor podem modificar a afinidade dos coronavirus para
diferentes glicoproteinas presentes em sua superficie (CAVANAGH et al., 1992;
SCHULTZE et al., 2005). A ocorréncia de modificacdes na sequéncia de aminoacidos
localizadas nas duas regides hipervariaveis RHV 1 (56-69) e RHV 2 (117-133), que
coincidem com epitopos conformacionais de neutralizacdo podem interferir na resposta
vacinal, diminuindo sua eficacia, podendo até inativa-la. Os epitopos do vBIG séo
responsaveis pela organizacdo dos antigenos (KUSTERS et al., 1989) e quando
apresentam-se com sequéncias distintas das sequéncias utilizadas em vacinas, esta ndo
consegue realizar a protecdo por produzir anticorpos distintos aos antigenos que estdo
sendo introduzidos no organismo (LENZ, 2004).

As sequéncias variantes do sorotipo BR obtidas neste estudo apresentaram
alteracdes nas RHV (Tabela 3) comparadas a cepa Ma5 que pertence ao sorotipo
Massachusetts, podendo demonstrar uma modificacdo nos epitopos conformacionais
gerando baixa protecdo-cruzada quando vacinadas com vacinas do sorotipo Mass,
lembrando que Mab5 ¢é utilizada nas granjas do estado do Rio de Janeiro e possui uma
maior identidade com as variantes virais detectadas em granjas do estado. Outro fator
que pode significar baixa producdo de imunidade cruzada é a baixa similaridade das
sequéncias de aminoacidos (Figura 12) com a sequéncia Ma5 referéncia, pois segundo
Landman et al., (2006), quando o percentual de identidade esta menor ou igual a 74%,
podem resultar em baixa protecdo cruzada, o que é esperado nas amostras do sorotipo
BR quando comparadas ao sorotipo Mass apresentadas neste estudo.

Foi possivel analisar o agrupamento das sequéncias obtidas por meio da analise
filogenética (figura 6) das amostras estudadas, comparando-as com sequéncias ja
publicadas no GenBank, que ressaltou a similaridade entre sequéncias pertencentes a
linhagem 1, onde estdo agrupadas as cepas do sorotipo Mass, e a linhagem 11, onde
estdo agrupados as variantes virais brasileiras do sorotipo BR-1. A ocorréncia de
genotipos variaveis em um mesmo estado, até mesmo dentro de uma mesorregido, como
no caso da Sul-fluminense (Lidice, Vargem Alegre e Passa Trés), demonstra a
capacidade de disseminacdo do virus no espaco geografico em questdo. Di Fabio et al
(2000), quando analisaram amostras do RJ de sistema respiratorio, somente foi
encontrado variantes do sorotipo vacinal. Entdo, a ocorréncia de variantes virais do
sorotipo BR-1 (CHACON et al., 2011), confirma a evolucdo e distribuicdo deste
sorotipo em um curto periodo no estado do RJ. As variantes de vBIG encontradas neste
trabalho, assim como os Coronavirus em geral, podem ser considerados como
quasispecies, pois se enquadra na teoria de gendtipos da mesma familia que coexistem
em um ambiente de presséo seletiva, como ocorre com o0 uso das vacinas, por exemplo.
Desta relacdo € esperada a emergéncia de variantes de fenotipos diferentes, que se
adaptam as condi¢cbes a que sdo submetidos, garantindo a sobrevivéncia de
determinados genotipos da populacgdo viral (DOMINGO et al., 1985; NIX et al., 2000).
A teoria dos quasispecies poderia elucidar melhor sobre o aparecimento de cepas que
afetam outros sistemas além do sistema respiratério, como as encontradas em rim e
tonsila cecal na presente pesquisa.
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8.2 Alterac0es histopatologicas

O exame histopatoldgico auxilia na visualizacdo dos efeitos deletérios do agente
patogénico sobre o sistema organico, contudo, a BIG apresenta lesGes histopatoldgicas
comuns a doencas respiratorias, e ndo permite fechar diagnéstico por meio de lesdes
caracteristicas apenas desta doenca ou corpo de inclusio como ocorre na
laringotraqueite (PIROZOK et al. 1957, BAGUST; GUY, 1997; BELTRAO et al.,
2004), hepatite por adenovirus (METTIFOGO et al., 2014) e Bouba aviario
(FLETCHER 2008; KUNERT-FILHO et al., 2016). Logo, os exames histopatoldgicos
sdo importantes para verificar como as aves estdo sendo acometidas pelo virus, porém
sdo poucos os trabalhos na literatura que realizam uma analise histopatologica mais
completa, como se tentou realizar neste trabalho.

As amostras apresentaram lesdes compativeis a diversas descri¢cdes de alteracdes
histopatoldgicas, as alteracdes de traqueia foram mais predominantes, sendo possivel
verificar uma traqueite aguda nos animais, as alteracdes foram perda de cilios, edema,
hiperplasia de células caliciformes, desprendimento de células epiteliais e infiltracdo de
células mononucleares (PURCELL et al., 1976; TORO et al.,, 1996; BANDE et al.,
2016); Nos rins, as lesbes foram variaveis quanto a visualizacdo em lamina, contudo,
algumas lesbes encontradas neste trabalho foram compativeis com lesGes encontradas
na literatura, tais como: necrose epitelial, com picnose em tdbulos e ductos,
degeneracdo renal, infiltragdo de células inflamatdrias, degeneracdo vacuolar
(PURCELL et al., 1976; TORO et al., 1996; BANDE et al., 2016). N&o foi encontrada
na literatura descricdo sobre lesdes em tonsila cecal, porém, em Purcell et al. (1976) ha
descri¢des de aparecimento de figuras mit6ticas nos tecidos lesados de aves positivas
para BIG, compativel com o achado histopatolégico encontrada em tonsilas cecais da
granja de Passa trés.
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9. CONCLUSAO

A RT-gPCR utilizada nesse trabalho é uma excelente ferramenta para detec¢éo
molecular do vBIG a partir de tecidos da traqueia, rim e intestino

As amostras virais detectadas por RT-nPCR diretamente dos tecidos da traqueia,
rim e intestino apresentaram alta variabilidade do gene S1 do vBIG em relacédo a
cepa vacinal Ma5.

Nas condi¢des do presente estudo ocorreram diferentes sorotipos virais do vBIG
em uma mesma granja e até mesmo em diferentes tecidos de uma mesma ave.
Nas duas mesorregides estudadas, em granjas de frangos de corte e galinhas de
postura ocorre o genotipo | e as linhagens virais 1, onde estdo agrupadas as
cepas pertencentes ao sorotipo Massachusetts e a linhagem 11 onde estéo
agrupadas as variantes virais brasileiras pertencentes ao sorotipo BR.

A identificacdo génica torna-se uma ferramenta de suma importancia para
elaboracdo da vigilancia epidemioldgica da doenca, auxiliando na adaptacdo do
protocolo vacinal a variante que possa estar ocorrendo.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

O Brasil como sendo um dos principais produtores e exportadores de carne de
frango do mundo sempre tera sua preocupacdo quanto a prevencao de doencas em
granjas avicolas. A constante emergéncia de linhagens de VBIG variantes da cepa
vacinal Mass e variantes de cepas emergentes no pais, como no caso das cepas BR, é
um importante dado a ser analisado. Para haver uma eficacia na prevencdo € necessario
que haja uma protecdo cruzada entre as linhagens encontradas com as cepas utilizadas
em vacinas, porém esta € uma realidade diferente da que ocorre nos dias de hoje.

A classificacdo genotipica é importante para analisar a ocorréncia de novos
sorotipos virais, 0 sequenciamento focado no gene S1 é o mais utilizado devido as
atribuicBes bioldgicas desta porcdo do virus, que auxilia na classificacdo da linhagem
das cepas encontradas a campo e sua distribui¢do, porém muitos trabalhos poderiam ter
maior consisténcia e resultados mais amplos caso outras tecnologias fossem utilizadas,
como por exemplo o sequenciamento de alta profundida, que permitiria a analise do
RNA, sem necessidade da limitacdo de selecionar fragmentos, como os realizado
utilizando fragmentos de S1. No entanto, com a metodologia utilizada neste trabalho foi
possivel encontrar uma variabilidade ampla em amostras obtidas de aves naturalmente
infectadas em granjas do Rio de Janeiro, e sendo um experimento a campo, 0S
resultados obtidos foram bastante satisfatorios visando ser um mecanismo auxiliador da
vigilancia vacinal do estado do Rio de Janeiro. S0 necessarios muitos estudos acerca
deste tema, pois € um agente que traz muitos prejuizos a producdo avicola. Contudo, é
necessario ampliar nosso conhecimento com utilizacdo de metodologias mais recentes,
como o sequenciamento em larga escala (RNA-Seq) visando aprofundar o nosso
conhecimento sobre a variabilidade genética do coronavirus aviario com o objetivo de
desenvolver ferramentas capaz de prevenir de forma eficaz as aves em diferentes
sistemas de criacdo.
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