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RESUMO

CHACON VILLANUEVA, R. D. Desenvolvimento de reacdes de semi-nested PCR
para o diagnodstico do virus da Bronquite Infecciosa das Aves e
sequenciamento de amostras brasileiras. [Development of hemi-nested PCR
reactions for the diagnosis of Avian Infectious Bronchitis virus and brazilian samples
sequencing]. 2018. 90 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2018.

A Bronquite Infecciosa das Aves (BIG) é uma das doencas respiratérias
aviarias de maior impacto na avicultura mundial. No Brasil, as estirpes BR-I (GI-11) e
Massachusetts (Gl-1) sdo as mais prevalentes nos planteis avicolas. O presente
estudo teve como objetivos desenvolver reacbes de semi-nested PCR para o
diagnoéstico das estirpes BR-1 e Mass, em amostras brasileiras obtidas durante o
periodo de 2016 e 2017. Foram desenvolvidas duas reacfes de semi-nested PCR
tendo como alvo a subunidade 1 do gene S, especificas para as estirpes BR-l e
Mass. O limiar de deteccdo foi de 10* cépias de DNA/UL nas duas reacdes
(3,76fg/uL na reacao exclusiva de BR-I; e 5,58fg/uL e 5,57fg/uL na reacéo duplex de
BR-I e Mass, respectivamente). Posteriormente, foram avaliados 572 pools de
orgaos procedentes das 5 regifes do Brasil. Dentre estas amostras, 62,24% foram
positivas para Coronavirus, sendo o alvo desta reacdo a regiao 3’'UTR. A reacdo de
semi-nested PCR especifica detectou a estirpe BR-l em 84,83% das amostras
positivas para Coronavirus. A reacdo de semi-nested PCR duplex detectou 65,44%
das amostras positivas para a estirpe BR-I; 7,35% positivas para a estirpe Mass e
co-infeccdo da estirpe BR-I com Mass em 17,65% das amostras. Apos a analise dos
controles positivos (vacinas Mass e BR-I) no BLASTn, do resultado do
sequenciamento dos produtos de PCR, da analise filogenética, da similaridade de
nucleotideos e a deducdo em aminoacidos, foi confirmado o agrupamento esperado
das sequéncias detectadas pelas reacbes PCR dirigidas para a estirpe BR-I ou
Mass. Estes resultados confirmaram a presenca predominante da estirpe BR-1, e em
menor numero, da estirpe Mass nos planteis avicolas do Brasil. As reacbes
desenvolvidas no presente estudo serdo valiosas no diagnéstico e na monitoria da

doenca.

Palavras-chave: Bronquite Infecciosa das Aves. BR-l. Massachusetts. Proteina da
espicula. Semi-Nested PCR.



ABSTRACT

CHACON VILLANUEVA, R. D. Development of hemi-nested PCR reactions for
the diagnosis of Avian Infectious Bronchitis virus and brazilian samples
sequencing. [Desenvolvimento de reacdes de semi-nested PCR para o diagnostico
do virus da Bronquite Infecciosa das Aves e sequenciamento de amostras
brasileiras]. 2018. 90 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Avian Infectious Bronchitis (IB) is one of the avian respiratory diseases with
the greatest impact on poultry farming worldwide. In Brazil, strains BR-I (GI-11) and
Massachusetts (GI-1) are the most prevalent in poultry flocks. The present study
aimed to develop semi-nested PCR reactions for the diagnosis of IBV BR-I and Mass
strains, in Brazilian samples obtained during the period of 2016 and 2017. Two semi-
nested PCR reactions targeting the 1 subunit of the S gene were developed, specific
for BR-l1 and Mass strains. The detection threshold was 10* copies of DNA/UL in both
reactions (3,76fg/uL in the exclusive BR-I reaction; and 5,58fg/uL and 5,57fg/uL in
the duplex reaction of BR-I and Mass, respectively). Subsequently, 572 organ pools
from the 5 regions of Brazil were evaluated. Among these samples, 62,24% were
positive for Coronavirus, being the target of this reaction the 3’'UTR region. The
specific semi-nested PCR reaction detected the BR-l strain in 84,83% of the
Coronavirus positive samples. The duplex semi-nested PCR reaction detected
65,44% of the samples positive for the BR-I strain, 7,35% positive for Mass strain,
and co-infection of the BR-lI and Mass strain in 17,65% of the samples. After the
analysis of the positive controls (Mass and BR-I vaccines) in BLASTn, the result of
the sequencing of the PCR products, phylogenetic analysis, nucleotide similarity and
amino acid deduction, was confirmed the expected clustering of the sequences
detected by the PCR reactions directed to BR-I and Mass strains. These results
confirm the predominant presence of the BR-I strain, and to a lesser extent, the Mass
strain in Brazilian poultry flocks. The reactions developed in the present study will be

valuabe in the diagnosis and monitoring of the disease.

Keywords: Avian Infectious Bronchitis. BR-I. Massachusetts. Spike protein. Hemi-
Nested PCR.
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1 INTRODUCAO

A industria avicola representa um dos pilares da economia brasileira devido
a grande e cada vez mais precoce producdo de carne, ovos e derivados. O Brasil
ocupa a segunda posicdo em producédo e a primeira em exportacdo de carne de
frango ao nivel mundial (ABPA, 2017). Os sistemas de criagdo com altas densidades
populacionais influenciam no aparecimento de surtos de doencas no plantel avicola
gue acarretam perdas econbmicas muito significativas. As doencas mais
frequentemente presentes sdo aquelas que se manifestam com sinais respiratérios,
entre as quais a Bronquite Infecciosa das Aves, também chamada de Bronquite
Infecciosa das Galinhas (BIG), é uma das que causam maior impacto (IGNJATOVIC;
SAPATS, 2000). Além disso, € comum se encontrar quadros respiratorios de
etiologia complexa, com a participacdo concomitante de mais de um agente
infeccioso, levando a um agravamento do quadro e complexidade na diferenciacao
dos agentes causadores (ROUSSAN; HADDAD; KHAWALDEH, 2008; HUTTON et
al., 2017).

O agente etiolégico da BIG provoca alteracdes patoldgicas no trato
respiratério superior, e foi associado a outros sinais clinicos, por apresentar tropismo
e replicacdo viral em diferentes tipos celulares (FAN et al., 2012). Desde a primeira
descricdo do quadro clinico nos Estados Unidos (SCHALK; HAWN, 1931) e a
primeira descrigdo etioldgica cinco anos depois (BEACH; SCHALM, 1936), inUmeros
casos clinicos e de surtos da doenca foram publicadas a cada ano, em todo o
mundo, influenciado enormemente pelas caracteristicas do genoma deste virus
RNA, de fita simples, que apresenta altas taxas de mutacdo e recombinagao entre
estirpes, levando a evolucdo e geracdo constante de novos gendtipos e sorotipos
(JACKWOOD; YOUSEF; HILT, 1997; DE WIT; COOK; VAN DER HEIJDEN, 2011).
No Brasil, o virus da bronquite infecciosa (IBV) foi isolado pela primeira vez em 1957
(HIPOLITO, 1957), em Belo Horizonte, Minas Gerais. No entanto, apenas em 1975 o
aparecimento da doenca, com o quadro clinico correspondente a BIG foi observado.
E, em consequéncia, esta doenca foi descrita em todos os Estados e regides de
producdo avicola do Brasil (SILVA, 2010). Em 1979 foi licenciada a importacdo e a
fabricacdo de vacinas contra o IBV da estirpe Massachusetts (Mass). Esta vacina foi

eficaz durante alguns anos, mas por reacdo de soroneutralizacdo se observou o
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aparecimento de estirpes variantes (DI FABIO et al., 2000). Em 2011, com o
sequenciamento de nucleotideos das regifes hipervariaveis 1 e 2 do gene S1, foi
descrito o predominio da estirpe BR-I no plantel avicola brasileiro (CHACON et al.,
2011). A partir de 2016 foi autorizada a fabricacao e a distribuicdo da primeira vacina
contra o IBV da estirpe BR-I, classificada como pertencente ao grupo I- 11 (GI-11),
segundo a classificacao feita por Valastro et al. (2016).

Levando em consideragcdo a complexidade e impacto deste agente, é
fundamental um monitoramento epidemioldgico constante, assim como, 0S mais
precisos, rapidos e eficazes métodos para a deteccao e tipificacdo do IBV, para que
as medidas mais apropriadas de prevencao e controle da doenca sejam aplicadas. A
genotipagem baseada nas técnicas de biologia molecular mediante a reacdo em
cadeia pela polimerase (PCR) representa uma das ferramentas mais amplamente
utilizadas para a deteccdo e identificacdo da estirpe do virus pela sua rapidez e

sensibilidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A Bronquite Infecciosa das Galinhas € uma doenca de relevancia para a
avicultura. As manifestacdes clinicas classicas séo: dificuldade respiratoria, tosse,
espirros, estertores traqueais e descargas nasais e pode se observar também
lacrimejamento e cabeca inchada (CAVANAGH, 2005). As aves ficam deprimidas,
indispostas e concentradas sob fontes de calor, reduzindo o consumo de racéo, o
ganho de peso corporal e aumentando o consumo de agua, e, em consequéncia,
ocorre 0 aumento da umidade na cama. Nas aves de postura h4 uma evidente
reducdo na quantidade e qualidade dos ovos, tanto externa (palidez, fragilidade e
deformacdo da casca) como interna (conteddo mais aquoso e reduzido)
(FABRICANT, 1998). Segundo a variante do virus, outros sistemas e 6rgaos podem
ser afetados. No sistema reprodutor pode causar quedas na fertilidade e producao
de ovos (MORK et al., 2014), nos rins pode causar fibrose, célculos renais e polidria
(MEIR et al., 2004), e comprometer a musculatura peitoral (ALMEIDA et al., 2012).

O IBV infecta diferentes espécies de aves, principalmente aquelas da
avicultura comercial ou domésticas como frangos, perdizes, gansos, galinha
D’Angola, patos, pavoes e pombos (CAVANAGH, 2007). (CAVANAGH, 2007). A
transmissdo € horizontal entre as aves do mesmo lote através da dispersdo e
inalacdo de aerossois e também pela ingestdo de particulas virais. A transmissao
vertical é possivel (COOK, 1971; TORO; VAN SANTEN; JACKWOOD, 2012;
PEREIRA et al., 2016). Durante a etapa aguda da infeccdo, o virus se multiplica
inicialmente nas células epiteliais do trato respiratério superior, passando para a
traqueia e os pulmb@es por um periodo de 5 a 7 dias, aproximadamente.
Posteriormente, na etapa cronica, o virus € transmitido pela via sanguinea e por
difusdo entre células, atingindo as superficies epiteliais como as dos rins, dos
ovarios, dos ovidutos, dos testiculos, da bursa, do trato digestério (eséfago,
proventriculo, duodeno, jejuno, tonsilas cecais, reto e cloaca), se multiplicando e
lesando estes tecidos (WANG et al., 1996; DI FABIO et al., 2000; JACKWOOD; DE
WIT, 2013).

A doenca é altamente contagiosa, atingindo tipicamente 100% de
morbidade, enquanto a mortalidade tende a ser baixa (JACKWOOD; DE WIT, 2013).
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A morbidade e a taxa de mortalidade podem ser altas nos casos de infec¢gbes por
variantes do IBV mais virulentas e patogénicas (IGNJATOVIC et al., 2002). Outros
fatores, como a idade das aves, o estado imunolégico, as concentracfes de
anticorpos especificos ao virus, os fatores de estresse, a qualidade sanitaria nos
aviarios, e a presenca de infecgcbes concomitantes ou secundérias causadas por
bactérias como Escherichia coli, Mycoplasma sp, Ornithobacterium rhinotracheale,
Bordetella avium (HOPKINS; YODER, 1984; MATTHIJS et al., 2003; JACKWOOQOD;
DE WIT, 2013) ou outros virus como o virus da doenca de Newcastle, o virus da
influenza aviaria (TARNAGDA et al., 2011; SID; BENACHOUR; RAUTENSCHLEIN,
2015; HASSAN et al., 2016) também podem afetar significativamente a morbidade e

a mortalidade.

O virus da bronquite infecciosa das galinhas foi classificado na ordem
Nidovirales, ordem caracterizada por apresentar genomas envelopados de RNA, de
cadeia simples e positiva. Dentro dessa ordem, se localiza na familia Coronaviridae,
na subfamilia Coronavirinae que compreende quatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus (onde se encontra o IBV) e Deltacoronavirus
(Figura 1). Esta classificacdo se baseia na organizacdo do genoma viral, na
proximidade e similaridade entre as suas sequéncias nucleotidicas, nas
propriedades antigénicas das proteinas virais, nas estratégias de replicacdo do
genoma, na estrutura e nas propriedades fisico-quimicas dos virions, nos
hospedeiros naturais, no tropismo celular e tecidual, na patogenicidade e
citopatologia, e nos mecanismos de transmissdo (CONG; VERLHAC; REGGIORI,
2017).

O IBV é um virus envelopado e pleomoérfico (Figura 2). A particula viral tem
aproximadamente 120nm de diametro, coberto por uma camada dupla lipidica e
projecdes superficiais proteicas denominadas espiculas (BERRY et al.,, 1964)

apresentando um aspecto de coroa a microscopia eletronica.



Figura 1 — Taxonomia da ordem Nidovirales.
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Order

Family

Sub-family

Genera

Lineage

Nidovirales
Arteriviridae Coronaviridae Mesoniviridae Roniviridae
Coronavirinae Torovirinae

Arterivirus Alpha-  Beta-
CoV

Gamma- Delta- Bafinivirus Torovirus Alphamesonivirus Okavirus

CoV CoV

WBV BToV PToV HToV DKNV YHV

CoV
PRRSV EAV TGEV PEDV FC 0V|

SARS-CoV  MHV MERS-CoV

Fonte: (CONG; VERLHAC; REGGIORI, 2017)

Legenda: BToV: bovine torovirus; DKNV: dak nong virus; EAV: equine arteritis virus; FCoV: feline
coronavirus; HToV: human torovirus; IBV: infectious bronchitis virus; MERS-CoV: Middle
East respiratory syndrome coronavirus; MHV: mouse hepatitis virus; PRRSV: porcine
reproductive and respiratory syndrome virus; PEDV: porcine epidemic diarrhea virus;
PToV: porcine torovirus; TGEV: transmissible gastroenteritis coronavirus; SARS-CoV:
severe acute respiratory syndrome coronavirus; YHV: yellow head virus; WBV: white
bream virus.

Figura 2 — Estrutura do IBV.

<— S protein

Fonte: (CAVANAGH, 2005)

Legenda: S: proteina da espicula; S1: subunidade 1 da
espicula; S2: subunidade 2 da espicula; E:
envelope; M: membrana; N: nucleocapsideo;
RNA: genoma de RNA.
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Possui um genoma de RNA de fita simples, ndo segmentado, de sentido
positivo, de aproximadamente 27,5 a 28Kb de extensdo (JACKWOOD; DE WIT,
2013). A composicao do genoma inclui duas regiées nao transcritas (5" e 3" UTR),
um grande segmento composto por duas fases de leitura aberta (Open Reading
Frame - ORFla e ORF1b), genes essenciais, codificadores de proteinas estruturais
(S, E, M, N) e genes acessorios ORF3 e ORF5, ndo estruturais de funcdo néo
esclarecida (3a, 3b, 5a, 5b) (Figura 3) (WEISS; NAVAS-MARTIN, 2005).

Figura 3 — Organizacdo do genoma do IBV.

Replicase 1a Replicase 1b Genes Membrane  Nucleocapsid
leader Spike

Gene 5
% M N —
—a OREda ORF1b e al, oy
5'UTR . Envelope

Fonte: (JACKWOOD; DE WIT, 2013)

Legenda: UTR: regido ndo transcrita; ORFla: replicase la; ORF1b: replicase 1b; S: espicula; 3a:
gene 3a; 3b: gene 3b; E: envelope; M: membrana; 5a: gene 5a; 5b: gene 5b; N:
nucleocapsideo.

As regides UTR codificam proteinas para a interacdo com as proteinas do
hospedeiro (LI et al., 2008). As proteinas codificadas pelos ORFla e ORF1b séo
clivadas em 15 proteinas nao estruturais (Nsp2 até Nspl16) as quais contribuem para
a formacdo dos complexos de replicacdo e transcricdo do genoma viral (IMBERT et
al., 2008). A proteina de envelope de 108 aminoacidos e a proteina de membrana de
225 aminoécidos, que é também embebida na dupla camada lipidica para manter a
integridade, s@o essenciais para a montagem e ligacdo do virus a célula hospedeira
(VENNEMA et al., 1996; MAEDA; MAEDA; MAKINO, 1999). A proteina do
nucleocapsideo de 409 aminoacidos desempenha uma variedade de fungées como
a montagem do virus, a ligacdo ao hospedeiro, formacgéo do nucleo viral, transducao
de sinais e modulacdo de processos na celula hospedeira. A proteina da espicula é
clivada em duas subunidades de 535 e 627 aminoacidos, denominadas S1 e S2,
respectivamente. A subunidade S1, contém o0s determinantes antigénicos
especificos, responsaveis pela unido a ceélula hospedeira, neutralizacdo viral e
resposta imune (KOCH et al.,, 1990; SCHULTZE; CAVANAGH; HERRLER, 1992;
IGNJATOVIC; GALLI, 1994; JOHNSON et al., 2003) e as altas taxas de mutacao e
variacdo nesta proteina explicam as falhas na protecdo cruzada entre as vacinas
para diferentes estirpes virais (JACKWOOD; DE WIT, 2013). A subunidade S2, a
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qual é mais conservada do que a S1, esta envolvida no processo de oligomerizagédo
da proteina e na entrada as células susceptiveis do hospedeiro (TRIPET et al., 2004;
SHULLA; GALLAGHER, 2009; GUO et al., 2010).

As modificagbes pos-transcricionais e pos-traducionais apresentam uma
funcdo importante na biologia dos virus. A proteina da espicula como j& foi
mencionado, precisa de uma clivagem para a separacdo das suas duas
subunidades, que é fundamental para o processo de infec¢do, sendo efetuada pelas
proteases do hospedeiro (CAVANAGH et al., 1992). O processo de palmitoilagao
das glicoproteinas, ou seja, a adicao do lipideo palmitato as glicoproteinas virais,
permite uma maior associacdo destas proteinas as membranas celulares do
hospedeiro, contribuem para a montagem do virus e a infeccdo (BOS et al., 1995;
PETIT et al., 2007). As N-glicosilagbes favorecem as mudangas no tropismo celular
e causam diferencas na viruléncia, pois afetam as interagdes com 0s receptores,
portanto, as caracteristicas antigénicas do virus (LI et al., 2000; WISSINK et al.,
2004), e podem afetar também os processos de replicacdo viral e a invasao celular
(MEUNIER et al.,, 1999; SLATER-HANDSHY et al.,, 2004). A fosforilacdo de
proteinas do IBV foi associada a diferenciacdo de RNAs, virais e ndo virais
(SPENCER et al., 2008).

A grande variabilidade de IBV existentes no mundo inteiro € explicada por
dois mecanismos biolégicos, inerentes ao virus: a) a taxa de mutacdes do genoma,
principalmente, no gene que codifica a espicula (S), e b) a recombinacao entre
diferentes variantes do virus coexistentes num mesmo hospedeiro. No primeiro caso,
a taxa de mutacdo nos coronavirus pode atingir o valor de uma mutacdo a cada
milhdo de nucleotideos, fato que influencia permanentemente as suas
caracteristicas antigénicas (ECKERLE et al., 2007). No segundo caso, o IBV possui
uma alta taxa de recombinacdo, com valores de até 25% em infecgbes mistas como
resultado do processo de transcricdo descontinua e da coexisténcia de diferentes
estirpes virais nas granjas (SIMON-LORIERE; HOLMES, 2011). A presséo seletiva,
mecanismo pelo qual o virus se adapta a um determinado ambiente, causa no IBV a
geracdo de variantes de diferentes patogenicidades. Entdo, é importante o uso
apropriado de vacinas, e 0s constantes estudos epidemiolégicos e de caracterizagédo

das estirpes circulantes numa determinada regido geografica.
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A identificagdo do IBV pode ser realizada por varios métodos: o classico
isolamento viral, a inibicdo da hemaglutinacdo (HI), o teste de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), o teste de imunoperoxidase (IPA), o teste de neutralizacao
viral (VNT), o teste de imunofluorescéncia (IFA), o teste de precipitacdo em agar gel
(AGPT), técnica da transcriptase reversa da reacdo em cadeia pela polimerase (RT-
PCR) e técnica da transcriptase reversa da reacdo em cadeia pela polimerase em
tempo real (QRT-PCR) (DE WIT, 2000).

O IBV, segundo as caracteristicas funcionais, pode ser classificado como
protetotipo ou sorotipo. O protetotipo do IBV € determinado mediante o uso de testes
de protecdo em aves livres de patdgenos especificos (SPF), nos quais séo
comparadas duas variantes do virus. Este é definido quando uma ave infectada com
uma variante consegue se proteger da infeccdo, no minimo em 80%, da segunda
variante, porém, resulta em um método de alto custo. Os sorotipos séo diferenciados
pelos testes de neutralizacéo viral, nos quais se avalia a capacidade infectante de
uma variante viral apos a adicdo do soro de ave infectada com a outra variante do
virus (JACKWOOD; DE WIT, 2013). A classificacdo do IBV, segundo as
caracteristicas genéticas, € baseada na analise parcial ou total do genoma. A
metodologia mais utilizada é o sequenciamento de nucleotideos. Outros métodos
baseados nas caracteristicas genéticas sdo o RFLP (polimorfismo de comprimento
de fragmentos de DNA) e as técnicas de PCR e gPCR (reacdo em cadeia pela
polimerase em tempo real) (DE WIT, 2000). O gene mais empregado quanto a
caracterizacdo genética € o da proteina S, mais precisamente a regidao da
subunidade S1, que inclui trés regides com alto polimorfismo, chamadas de regides
hipervariaveis 1, 2 e 3 (HVR1, HVR2 e HVR3), que se encontram nas posi¢cdes dos
aminoacidos 38-67, 91-141 e 274-387, respectivamente (CAVANAGH; DAVIS;
MOCKETT, 1988; MOORE; JACKWOOD; HILT, 1997). Devido ao crescente
surgimento de novas variantes em diferentes regides, os testes de sorotipagem vém
sendo substituidos pelos métodos moleculares, sendo estes 0os mais realizados e
recomendados. A genotipagem mediante a RT-PCR e o0 sequenciamento de
nucleotideos da regido S1 que inclui as regibes HVRs da proteina da espicula
permitiu a descricdo de mais de 50 estirpes conhecidas no mundo (JACKWOOD; DE
WIT, 2013).
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Um desafio na caracterizacdo de um sorotipo é determinar a existéncia de
modificacdes na sequéncia de nucleotideos de determinado gene, assim, na maioria
dos casos, a variacdo de 25 a 50% na sequéncia de nucleotideos indica o
surgimento de novo sorotipo. No entanto, em alguns casos, apenas 2% de variacao,
principalmente, nas regibes HVRs, resulta também numa mudanca de sorotipo,

contribuindo para a reducgéo da protecéo cruzada (CAVANAGH, 2007).

A caracterizacdo de cada nova estirpe € comumente feita de maneira restrita
a sua regiao, associando o nome da estirpe segundo o pais ou cidade de deteccao.
No entanto, pode existir uma estreita relacdo genética entre estirpes descritas em
regides geograficamente distantes. Uma tentativa de agrupamento mais apropriado
para as estirpes descritas no mundo foi realizada por Valastro et al. (2016) nos quais
foram incluidas todas aquelas com sequenciamento completo do gene S1, esta
classificagao propde 32 linhagens organizadas em 6 grupos principais (Tabela 1).

Na Ameérica do Sul, os primeiros relatos do IBV foram associados ao sorotipo
Massachusetts (Mass) (HIPOLITO, 1957; HIDALGO; GALLARDO; ROSENDE,
1976). Nos anos posteriores, foram identificadas outras variantes descritas
previamente nos Estados Unidos, na Europa e na Africa (GALLARDO; TORO, 1986;
CUBILLOS et al., 1991; DI FABIO et al., 2000; HIDALGO). Além da estirpe Mass
(linhagem GI-1), a estirpe BR-I (linhagem G1-11) e a estirpe Q1 (linhagem GI-16)
foram as mais prevalentes na América do Sul (MARANDINO et al., 2015;
VALASTRO et al., 2016). No caso especifico do Brasil, segundo estudos baseados
em seqguenciamento total ou parcial do gene S1, apenas as estirpes Mass e BR-I
prevalecem no campo (VILLARREAL et al., 2007; FELIPPE et al., 2010; CHACON et
al., 2011; PADILHA FRAGA et al., 2013; CARRANZA et al., 2017). Outras estirpes
como D207, Arkansas, Connecticut e 4/91 foram relatados apenas em casos
isolados (VILLARREAL et al., 2007; FELIPPE et al., 2010).

A tipagem genética por meio da RT-PCR ou gRT-PCR oferecem maior
especificidade, mesmo quando sdo pesquisadas mais de uma estirpe viral huma
mesma reag¢do, como nos casos de RT-PCRs em multiplex; por exemplo, a reacao
desenvolvida por Cavanagh et al. (1999) que detecta as estirpes Mass H120, 793B e

D274. No caso de métodos para a deteccdo das estirpes circulantes de maior
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prevaléncia no Brasil foram desenvolvidos métodos para diferenciar a amostras
Mass H120 de campo e vacina (OKINO et al.,, 2005) por semi-nested PCR, e
também para diferenciar as estirpes Mass e BR-I mediante gRT-PCR utilizando 10 e
16 sequencias, correspondentes as duas estirpes, respectivamente (PADILHA DE
FRAGA et al., 2016).

Tabela 1 — Classificacdo das estirpes do IBV no mundo.

Linhagem Periodode Estirpe prototipo

circulacdo

MNome da estirpe Pais da Datade MNomero de
: acessdo
arigem coleta GenBank
GI-1 1937-2013 Beaudette USA 1937 M95169
GI-2 1954-2006 Holte USA 1954 GU393336
GI-3 1960-2006 Gray USA 1960 L14069
Gl-4 1962-1998 Holte USA 1962 L18988
GI-5 1962-2012 N1/62 Australia 1962 U29522
Gl-6 1962-2010 Vics Australia 1962 U29519
GI-7 1964-2012 TP/64 Taiwan 1964 AYB06320
GI-8 1965-1967 L165 USA 1965 J0964061
Gl-9 1973-2011 ARK99 USA 1973 M99482
Gl-10 197 0s-2000s B New Zealand 1970s AF151954
Gl-11 1975-2009 UFMG/G Brazil 1975 JX182775
Gl-12 1978-2006 D3896 The 1978 X52084
Netherlands
Gl-13 1983-2013 Moroccan-G/83 Morocco 1983 EU914938
Gl-14 1984-2006 B1648 Belgium 1984 XB87238
Gl-15 1986-2008 B4 Korea 1986 FJ807932
Gl-16 1986-2011 120 28/86 ltaly 1986 K]941019
Gl-17 1988-1999 (CA/Machado/88 USA 1988 AF419315
Gl-18 1993-1999 Jpr8127 Japan 1993 AY296744
Gl-19 1993-2012 58HeN-93lI China 1993 KC577395
GI-20 1996-1999 Qu_mv Canada 1996 AF349621
Gl-21 1997-2005 Spain/97/314 Spain 1997 DQO64806
Gl-22 1997-2011 A0GDGZ-971 China 1997 KC577382
GI-23 1998-2012 Variant 2 Israel 1998 AF093796
Gl-24 1998-2013 Vi3 India 1998 KF757447
Gl-25 2004-2013 CAM737/04 USA 2004 EU925393
Gl-26 2006-2007 NGA/B401,2006 Nigeria 2006 FN182243
Gl-27 2008-2013 GAO8 USA 2008 GU301925
Gll-1 1979-1984 D1466 The 1979 M21971
MNetherlands
GlII-1 1988-2008 N1/88 Australia 1988 U29450
GIV-1 1992-2003 DE/072/92 USA 1992 U77298
GV-1 2002-2008 N4,02 Australia 2002 DQO059618
GVI-1 2007-2012 TCO7-2 China 2007 GQ265948

Fonte: (VALASTRO et al., 2016).
Legenda: G: grupo.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho pretende cumprir os seguintes objetivos:

e Desenhar e padronizar uma reagédo de semi-nested PCR para a deteccao da
estirpe BR-1 do IBV.

e Desenhar e padronizar uma reacdo de duplex semi-nested PCR para a

deteccao simultanea e diferenciacdo das estirpes BR-1 e Mass do IBV.

e Avaliar a sensibilidade e especificidade das reacbes de semi-nested PCR e
duplex semi-nested PCR desenvolvidas no presente estudo.

e Avaliar a frequéncia de Coronavirus, detectado em amostras de campo por
meio da reacdo semi-nested PCR dirigida a regido 3'"UTR, segundo o tipo de
orgdos ou suabes, regido geografica de procedéncia e tipo de criacdo das

aves.

e Determinar, pelas reacdes de semi-nested PCR e duplex semi-nested PCR
desenvolvidas neste estudo, a estirpe do IBV presente em amostras de campo
segundo o tipo de 6rgédos ou suabes, regido geografica de procedéncia e tipo

de criacdo das aves.

e Estudar a diversidade genética do IBV presente em amostras de campo com
base no sequenciamento de nucleotideos dos produtos amplificados das
reacoes de semi-nested PCR e duplex semi-nested PCR desenvolvidas no

presente estudo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Neste trabalho foram utilizadas 572 amostras estocadas na colecdo do
Laboratorio de Ornitopatologia (LABOR), da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo. Cada amostra correspondeu a um pool de
um 6rgao especifico (tonsilas cecais, traqueias, intestinos, pulmdes, rins, sistemas
reprodutores, cornetos nasais, pancreas, duodenos, proventriculos, palpebras,
figados, coracBes e bursas) ou suabes (de cloaca ou de traqueia) coletado de 5
aves diferentes do mesmo lote. As amostras eram provenientes de granjas que nao
usavam a vacina BR-I (CEVAC® IBras L, Ceva Salde Animal Ltda.).

As idades das aves oscilaram entre 1 e 92 semanas de idade,
correspondentes a frangos de corte, matrizes ou poedeiras. As amostras eram de
aves que apresentavam sinais clinicos que poderiam ser associados a infec¢ao

causada por IBV.

As procedéncias das amostras corresponderam a 19 Estados brasileiros
compreendidos nas 5 regibes do Brasil (Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e

Sul) e coletadas durante o periodo de 2016 e 2017.

4.2 CONTROLES

Como controles positivos para as reagdes de RT-PCR utilizaram-se vacinas
comercias das estirpes Mass (CEVAC® BRON 120 L, Ceva Saude Animal Ltda.) e
BR-I (CEVAC® IBras L, Ceva Saude Animal Ltda.). Como controles negativos, de
DNA ou RNA se utilizou o tampé&o fosfato salino (PBS 0,1M, pH 7,4).

Para o diagnostico molecular diferencial, utilizaram-se controles positivos
das estirpes Q1, QX, D274 e 793B do IBV armazenadas em papel de filtro FTA,
assim como, também 0s seguintes controles positivos associados a outras doencas

de aves:
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e Adenovirus grupo | (FAdV-1): amostra positiva de campo.

e Adenovirus grupo Il (FAdV-2): amostra positiva de campo.

e Astrovirus de galinha (CAstV): amostra positiva de campo.

e Lawsonia intracellularis (LAW): vacina Enterisol® lleitis, Boehringer Ingelheim
Vetmedica, Inc.

e Metapneumovirus aviario (PVA): vacina BIO-SHS Viva, subtipo A, Laboratorio
Bio-Vet S/A; vacina NOBILIS® Rhino CV, subtipo B, MSD Salide Animal.

e Mycoplasma gallisepticum (MG): vacina CEVAC® MG-F, Ceva Salde Animal
Ltda.

¢ Ornithobacterium rhinotracheale (ORT): amostra positiva de campo.

e Parvovirus de galinha (ChPV): amostra positiva de campo.

e Poxvirus (POX): vacina DIFTOVAX SUAVE, Merial Saude Animal Ltda.

e Reovirus (REO): vacina ARTRI-VET ORAL, Laboratorio Bio-Vet S/A.

¢ Rotavirus (RV): amostra positiva de campo, grupo A.

e Virus da anemia infecciosa das galinhas (CAV): vacina CIRCOMUNE®, Ceva
Saude Animal Ltda.

e Virus da doenca de Marek (MDV): vacina CEVAC® MD HVT & RISPENS, Ceva
Saude Animal Ltda.

e Virus da doenca de Newcastle (NDV): vacina NEW-VACIN, Laboratorio Bio-Vet
S/A.

e Virus da doenca infecciosa da bursa (IBDV): vacina CEVAC® GUMBO L, Ceva
Saude Animal Ltda.

e Virus da encefalomielite aviaria (VEA): vacina TREMOR-VET, Laboratorio Bio-
Vet S/A.

¢ Virus da influenza aviaria (vIA): amostra em cartdo FTA.

¢ Virus da laringotraqueite infecciosa (vLTI): amostra positiva de campo.

e Virus da leucose aviaria (ALV): amostra positiva de campo, subgrupo E.

¢ Virus da reticuloendoteliose aviaria (REV): amostra positiva de campo.

4.3 PREPARO DAS AMOSTRAS

Foram preparadas suspensdes de todas as amostras em cabine de fluxo

laminar. As amostras de 6rgaos foram maceradas e em microtubo contendo 700uL
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de PBS 0,1M, pH 7,4 se adicionou aproximadamente 700uL de amostra. As
amostras de suabes foram recortadas com tesouras estéreis para separar apenas as
por¢cdes com amostra (n=05) e completadas a um volume final de 1,0mL de PBS
0,1M, pH 7,4. Fragmentos de aproximadamente 2mm? de amostras em papéis de
filtro FTA foram recortados e colocados em microtubo contendo 0,5mL com PBS
0,1M, pH 7,4.

Todas as suspensdes passaram por processo de choque térmico de trés
fases continuas: homogeneizacdo em vortex por 30 segundos, congelamento por
dez minutos a -80°C e descongelamento em banho-maria a 56°C por 1,0 minuto.
Essas fases foram repetidas trés vezes. Em seguida, foram centrifugadas a
12.000xg por 20 minutos para a extracdo de DNA e 200uL do sobrenadante foram
transferidos para um microtubo de 1,5mL. No caso de extracdo de RNA foram
centrifugadas a 12.000xg por 30 minutos e 250uL do sobrenadante foram

transferidos para microtubo de 1,5mL.

4.4 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada nas amostras de bactérias (LAW, MG,
ORT), provirus (ALV), amostras contendo virus DNA (CAV, ChPV, FadV-1, FadV-2,
MDV, POX, vLTI), assim como, no controle negativo de DNA (PBS 0,1M, pH 7,4).

Foi utilizado o método de lise com tiocianato de guanidina (GT) segundo a
descricdo de Chomkzynski (1993), com modificacdes. O pellet de DNA foi dissolvido
em 30puL de tampé&o Tris-EDTA (TE). A concentracdo de DNA na amostra foi
determinada em espectrofotometro NanoDrop™ One (Thermo Fisher Scientific Inc.),
e, caso necessario, diluido até uma concentracdo maxima de 1.500ng/uL, e

armazenado a -20°C até o momento da PCR.

4.5 EXTRACAO DE RNA

A extracdo de RNA foi realizada nas amostras contendo virus RNA (ANV,
CastV, IBDV, NDV, PVA, REO, REV, RV, VEA, VIA), nos controles positivos de BR-I
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e Mass, nos controles diferenciais das estirpes Q1, QX, D274 e 793B do IBV, assim
como, no controle negativo de RNA (PBS 0,1M, pH 7,4).

Foi utilizado o método de lise com isotiocianato de guanidina (GIT) segundo
o método de Chomkzynski (1987), com modificacdes. O pellet de RNA foi dissolvido
em 20uL de agua DEPC. A concentracdo de RNA foi medida em espectrofotdmetro
NanoDrop™ One (Thermo Fisher Scientific Inc.), e se necessario, diluido até uma
concentragdo maxima de 1.500ng/uL, e armazenado a -20°C até o momento da RT-
PCR.

4.6 RETROTRANSCRICAO RANDOMICA DE RNA

A retrotranscricdo foi realizada com a finalidade de transformar o RNA
presente na amostra em DNA complementar (cDNA), para a realizacao da reagéo de
PCR. No caso deste projeto, foi escolhida a retrotranscricdo randémica que permitiu
realizar diferentes reacfes de PCR a partir do mesmo produto da retrotranscricao.
As reacles foram realizadas com o kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis
(Thermo Fisher Scientific Inc.), que inclui o uso de primers randémicos hexamericos
(NNNNNN), e primers Oligo dTi2-18 (oligonucleotideos constituidos por 12 a 18

adeninas). O mix de 20uL da retrotranscri¢do consistiu na mistura de:

e 1,0uL do primer randémico 250ng/uL;

e 1,0uL do primer Oligo dT12-18 500ug/mL;

e 4 0uL de tampao 5X First-Strand;

e 2,0uL de DTT 0,1M;

e 1,0uL de enzima M-MLV 200U/uL,

e 3,0uL de RNA numa concentragdo maxima de 1,5ug/uL (apdés a
tratamento térmico a 95°C por 5 minutos);

e 7,0uL de agua DEPC livre de RNAses.

O mix foi levado no termociclador com o programa que possuia 4 etapas

continuas, a 37°C por 2 minutos, 25°C por 10 minutos, 37°C por 50 minutos e 70°C



32

por 15 minutos. O produto da reacdo foi armazenado a -80°C até seu uso nas
reacoes de PCR.

4.7 PADRONIZACAO DE DUAS REACOES DE PCR PARA DETECCAO DO VIiRUS
DA BRONQUITE INFECCIOSA DAS GALINAS (BIG)

Com a finalidade de padronizar as reacfes em cadeia pela polimerase
(PCR), desenvolveram-se protocolos para detectar as duas principais estirpes
circulantes do IBV no Brasil (BR-1 e Mass).

4.7.1 SELECCAO DAS SEQUENCIAS DE REFERENCIA E DESENHO DE
PRIMERS

Foram extraidas 370 sequéncias nucleotidicas publicadas no GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) correspondentes ao gene S1 (fragmento S1

do gene que codifica a glicoproteina da espicula do IBV) que foram submetidas a
este banco de dados a partir de amostras de origem brasileira. Adicionalmente, foi
extraido o subconjunto de 199 sequéncias proposta por Valastro et al. (2016) para a
caracterizacdo de estirpes do IBV no mundo. Todas as sequéncias (n=569) foram
alinhadas pela versao 7.313 do programa MAFFT (KATOH; STANDLEY, 2013), com
o método de refinamento iterativo e lento (FFT-NS-i). O resultado do alinhamento foi
analisado e editado pela versdo 6.8.3 do programa CLC Main Workbench
(https://www.qiagenbioinformatics.com/) e pela versdo 7.0.5 do programa Bioedit

(HALL, 1999). A eleicdo do melhor modelo de substituicdo nucleotidica das
sequéncias e a elaboracdo de uma arvore filogenética para se determinar a estirpe
correspondente a cada sequéncia foram realizadas com a versdo 3.0 do programa
PhyML (GUINDON et al., 2010) e foram editados com a versdo 7.0.26 do programa
MEGA (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016).

Baseados na distribuicdo resultante das sequéncias na arvore filogenética
foram selecionadas todas aquelas de origem brasileira correspondentes as estirpes
BR-1 (GI-11) e Mass (GI-1). Novos alinhamentos independentes foram realizados
para cada uma das duas estirpes referidas e o desenho de primers foi realizado com

o auxilio da versédo 7.0.5 do programa Bioedit (HALL, 1999).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://www.qiagenbioinformatics.com/

33

Foram desenhados primers especificos para a estirpe BR-l, outros
especificos para a estirpe Mass e um primer polivalente que incluiu as duas estirpes
como alvo. As localizagGes dos primers foram definidas com o genoma de referéncia
de IBV da estirpe Beaudette (codigo de acesso NC_001451) e se encontram
detalhados no Quadro 1.

Quadro 1 — Primers desenhados para a deteccao das estirpes BR-I e Mass

Primer Sequéncia 5 >3’ Polaridade Localizac;éo* e
genoma

RCH/B-F3 AGCTGGYGCTATYTAYTGGA (+) Senso 20565 — 20584
RCH/B-R1 TATAAAACARACYRCTAGGA (-) Antisenso 20788 — 20797
RCH/B-R3 TAARTCWCCATTYARGTACACA (-) Antisenso 20865 — 20886
RCH/M-F5 ACTGCAYACTGTAACTTTTCA (+) Senso 20662 — 20682
RCH/M-R8 ACAAGATCACCATTTAAATATACG (-) Antisenso 20865 — 20888
RCH/U-F1 TTTTGTKTGYACYATGTAGTGC (+) Senso 20399 - 20420

* Localizac&o nucleotidica no genoma de referéncia NC_001451.

4.7.2 REACAO SEMI-NESTED PCR PARA A DETECCAO DA ESTIRPE BR-I

A padronizagdo desta PCR foi realizada com o controle da vacina
correspondente a estirpe BR-I (CEVAC® IBras L, Ceva Salde Animal Ltda.) e um
controle negativo (PBS 0,1M, pH 7,4). Foi realizada a extracdo de RNA e a
retrotranscricdo randomica como indicado nos itens 4.5 e 4.6. Nesta reacdo foram
utilizados os primers RCH/B-F3, RCH/B-R3 e RCH/B-R1.

A primeira amplificacdo, de PCR, foi realizada num volume final de 25uL,
utilizando o kit Platinum Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific Inc.). Foram
adicionados 2,5uL do produto da retrotranscricdo randémica ao mix de PCR, que
incluia:

o 2,5uL de buffer PCR 10X;
e 4,0uL de dNTPS 1,25mM,;
e 1,25uL do primer RCH/B-F3 10uM;
e 1,25uL do primer RCH/B-R3 10uM;
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e 0,75uL de MgCl2 50mM,;
e 0,125uL da enzima Platinum Taq DNA Polymerase 5U;
e 12,625l de agua ultrapura.

O programa no termociclador consistiu numa etapa de desnaturagéo inicial a
94°C por 3 minutos, seguidos de 36 ciclos as temperaturas de 94°C por 30
segundos, 52°C por 90 segundos e 72°C por 90 segundos correspondentes as
etapas de desnaturacédo, hibridizacdo e extensado, respectivamente; uma etapa de
extensdo final a 72°C por 10 minutos e a temperatura de estocagem de 4°C por

tempo indefinido.

A segunda amplificacdo, de Semi-Nested PCR, foi realizada num volume
final de 25uL, utilizando também o kit Platinum Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher
Scientific Inc.). Foram adicionados 2,5uL do produto da primeira amplificacdo de

PCR ao mix de Semi-Nested PCR, que incluia:

e 2 5L de buffer PCR 10X;

e 4,0uL de dNTPS 1,25mM;

e 1,25uL do primer RCH/B-F3 10uM;

e 1,25uL do primer RCH/B-R1 10uM;

e 0,75uL de MgCl2 50mM,;

e 0,125uL da enzima Platinum Taq DNA Polymerase 5U;
e 12,625uL de agua ultrapura.

O programa no termociclador consistiu numa etapa de desnaturagao inicial a
94°C por 3 minutos, seguidos de 36 ciclos as temperaturas de 94°C por 30
segundos, 52°C por 90 segundos e 72°C por 90 segundos correspondentes as
etapas de desnaturacéo, hibridizacdo e extensado, respectivamente; uma etapa de
extensao final a 72°C por 10 minutos e a temperatura de estocagem de 4°C por

tempo indefinido.

Para a visualizagcado, foram misturados 9,0uL do produto da reacdo de semi-

nested PCR e 1,0uL de tampao de carregamento, e, submetidos em gel de agarose
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1,5% a 10V para cada cm de gel, contendo o corante SYBR Safe — DNA Gel Stain
(Thermo Fisher Scientific Inc.) e o marcador de peso molecular de 100pb DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.). No fotodocumentador, era esperada uma
banda de 343pb corresponde ao fragmento produzido na primeira amplificacdo de
PCR e o fragmento de 254pb corresponde ao fragmento produzido na segunda

amplificacdo de semi-nested PCR.

4.7.3 REACAO DUPLEX SEMI-NESTED PCR PARA A DETECCAO SIMULTANEA
DAS ESTIRPES BR-1 E MASS

A padronizacdo desta PCR foi realizada com os controles das vacinas
correspondentes as estirpes BR-I (CEVAC® IBras L, Ceva Salude Animal Ltda.) e
Mass (CEVAC® IBras L, Ceva Salde Animal Ltda.), assim como, um controle
negativo (PBS 0,1M, pH 7,4). Foi realizada a extracdo de RNA e a retrotranscrigédo
randémica como indicado nos itens 4.5 e 4.6. Nesta reacdo foram utilizados os
primers RCH/B-R3, RCH/M-R8, RCH/U-F1, RCH/B-F3 e RCH/M-F5.

A primeira amplificagdo, de PCR, foi realizada num volume final de 25uL,
utilizando o kit Platinum Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific Inc.). Foram
adicionados 2,5uL do produto da retrotranscrigdo randémica ao mix de PCR, que

incluia:

e 2 5L de buffer PCR 10X;

e 4,0uL de dNTPS 1,25mM,;

e 1,5uL do primer RCH/B-R3 10uM;

e 1,5uL do primer RCH/M-R8 10uM;

e 2,0uL do primer RCH/U-F1 10uM;

e 2,0uL de MgCl2 50mM;

e 0,25uL da enzima Platinum Taqg DNA Polymerase 5U;
e 8,75uL de agua ultrapura.

O programa no termociclador consistiu numa etapa de desnaturacgéo inicial a

94°C por 3 minutos, seguidos de 38 ciclos as temperaturas de 94°C por 30
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segundos, 51°C por 90 segundos e 72°C por 90 segundos correspondentes as
etapas de desnaturacdo, hibridizacdo e extensado, respectivamente; uma etapa de
extensado final a 72°C por 10 minutos e a temperatura de estocagem de 4°C por

tempo indefinido.

A segunda amplificacdo, de Semi-Nested PCR, foi realizada num volume
final de 25pL, utilizando também o kit Platinum Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher
Scientific Inc.). Foram adicionados 2,5uL do produto da primeira amplificacdo de

PCR ao mix de Semi-Nested PCR, que incluia:

2,5uL de buffer PCR 10X;

e 4,0uL de ANTPS 1,25mM;

e 2,5uL do primer RCH/B-F3 10uM;

e 2,5uL do primer RCH/B-R3 10uM;

e 2,5uL do primer RCH/M-F5 10uM;

e 2,5uL do primer RCH/M-R8 10uM;

e 2,0uL de MgCl2 50mM;

e 0,25uL da enzima Platinum Taq DNA Polymerase 5U;
e 4 75uL de agua ultrapura.

O programa no termociclador consistiu numa etapa de desnaturacgéo inicial a
94°C por 3 minutos, seguidos de 38 ciclos as temperaturas de 94°C por 30
segundos, 51°C por 90 segundos e 72°C por 90 segundos correspondentes as
etapas de desnaturacédo, hibridizacdo e extensado, respectivamente; uma etapa de
extensdo final a 72°C por 10 minutos e a temperatura de estocagem de 4°C por

tempo indefinido.

Para a visualizagao, foram misturados 9,0uL do produto da reagao de semi-
nested PCR e 1,0uL de tampao de carregamento, e, submetido a gel de agarose
1,5% a 10V para cada cm de gel, contendo o corante SYBR Safe — DNA Gel Stain
(Thermo Fisher Scientific Inc.) e o marcador de peso molecular de 100pb DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.). No fotodocumentador, eram esperadas as

bandas de 509 e 343pb correspondem aos fragmentos produzidos na primeira e
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segunda amplificacdo de PCR e semi-nested PCR da estirpe BR-I, respectivamente.
No caso da estirpe Mass, eram esperadas as bandas de 490 e 227pb
correspondentes aos fragmentos produzidos na primeira e segunda amplificacao de
PCR e semi-nested PCR.

4.7.4 SEQUENCIAMENTO DE DNA

Para se confirmar que os produtos das reacfes de semi-nested PCR e
duplex semi-nested PCR eram correspondentes aos fragmentos esperados do gene
S1, os produtos amplificados foram cortados, com uma lamina de bisturi estéril, do
gel de agarose 1,5% em um transiluminador de luz UV. A purificacdo dos produtos
foi realizada com o lllustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare UK Ltd), de acordo as condi¢cdes do fabricante. O produto purificado foi
quantificado no NanoDrop™ One (Thermo Fisher Scientific Inc.) para se verificar a
concentracdo e a qualidade do mesmo. Adicionalmente, foi realizada uma
eletroforese em gel de agarose 1,5% com o Low DNA Mass Ladder (Thermo Fisher
Scientific Inc.) para se confirmar os tamanhos e a quantificacdo aproximada dos

produtos.

Para o sequenciamento, as amostras com 0S primers senso ou antisenso
foram encaminhadas ao Centro de Pesquisa sobre o Genoma Humano e Células-
Tronco no Instituto de Biociéncias da USP, de acordo as instru¢cdes do mesmo. As
sequéncias recebidas foram analisadas utilizando a verséo 6.8.3 do programa CLC

Main Workbench (https://www.qiagenbioinformatics.com/). A confirmacdo da

identidade das sequéncias foi realizada submetendo as sequéncias ao BLASTnN

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) e comparando-as também as sequéncias de

referéncia proposta por Valastro et al. (2016).


https://www.qiagenbioinformatics.com/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4.7.5 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE ANALITICA TECNICA DAS REACOES
DE PCR

Para se avaliar a sensibilidade das reacfes foram utilizados os produtos dos
controles positivos de BR-I e Mass das primeiras amplificacdes de PCR conforme
indicado nos itens 4.7.2 e 4.7.3 e purificados a partir do gel de agarose 1,5% como
descrito no item 4.7.4. A concentracdo dos produtos purificados foi determinada no
NanoDrop™ One (Thermo Fisher Scientific Inc.), em triplicata, para se estabelecer a

média das leituras.

Para se estabelecer o niumero de copias de DNA na amostra foi utilizada a

seguinte férmula:

_ [DNA]x NA
LT x 660
[DNA] - corresponde a concentracdo de DNA expressa em ng/uL;
NA - corresponde ao numero de Avogadro (6,022 x 10%
moléculas/mol);
LT - corresponde ao tamanho do produto amplificado expresso em

namero de nucleotideos;
660 - € 0 peso molecular de dois nucleotideos (2 pb em cadeia dupla)

expresso em g/mol x pb.

A partir do estabelecimento do numero de copias de DNA (Y), foram
realizadas diluicGes seriadas, usando o fator 101, desde 1x10%° até 1x10° copias de
DNA/YL, em volumes de 100uL. Posteriormente, foram realizadas as reagdes de
semi-nested PCR (para a estirpe BR-I) e duplex semi-nested PCR (para as estirpes
BR-I e Mass, misturadas na proporcdo 1:1 de cada uma) conforme as descri¢cdes
nos itens 4.7.2 e 4.7.3.

Para se avaliar a especificidade das reagbes foram utilizadas as amostras
correspondentes a outras estirpes do IBV (Q1, QX, D274, 793B) e também a outros

virus, bactérias que acometem as aves, todos especificados no item 4.2.
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4.8 DETECAO DAS ESTIRPES BR-I E MASS EM AMOSTRAS DE CAMPO

Para avaliar o desempenho das reacfes propostas no presente estudo, foram
utilizadas as 582 amostras de campo. Foi realizada uma primeira triagem da parte
terminal da regido 3" untranslated (UTR) do genoma dos coronavirus, fraccéo
comum a todos os tipos de IBV, com uso dos primers UTR41+, UTR11- e UTR11- e
as condicdes propostas por Cavanagh (CAVANAGH et al., 2002). As amostras
positivas da referida reacdo foram submetidas as reacdes de semi-nested PCR e
duplex semi-nested PCR, para detectar a presenca das estirpes BR-l e Mass. A
apresentacao de tabelas e gréficos foi auxiliada com a versdo 17.0.1 do programa
Minitab® (“Minitab 17 Statistical Software”, 2010).

4.9 ANALISES FILOGENETICAS

A partir das amostras positivas foram escolhidas aquelas com melhor
concentracdo para o sequenciamento dos fragmentos produzidos pela PCR,

representativos das 5 regides do Brasil.

O alinhamento foi realizado pela versdo 7.313 do programa MAFFT
(KATOH; STANDLEY, 2013), com o método de refinamento iterativo e lento. O
resultado do alinhamento foi analisado e editado pela versdo 6.8.3 do programa CLC

Main Workbench (https://www.giagenbioinformatics.com/) e pela versdo 7.0.5 do

programa Bioedit (HALL, 1999). A eleicdo do melhor modelo de substituicdo
nucleotidica das sequéncias e a elaboracdo de uma arvore filogenética foi realizada
com a versédo 7.0.26 do programa MEGA (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016).
Finalmente, foram realizadas matrizes de similaridade de nucleotideos e de
aminoacidos pela versdao 6.8.3 do programa CLC Main Workbench

(https://www.qgiagenbioinformatics.com/), utilizando o genoma de referéncia

NC_ 001451 para os fragmentos produzidos pela reacao duplex semi-nested PCR.


https://www.qiagenbioinformatics.com/
https://www.qiagenbioinformatics.com/
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5.RESULTADOS

5.1 SELECCAO DAS SEQUENCIAS DE REFERENCIA E DESENHO DE PRIMERS

O modelo de substituicdo nucleotidica escolhido pelo programa PhyML
(GUINDON et al., 2010) foi o Tempo Geral Reversivel (GTR), distribuicdo Gama
(+G) e 4 categorias de taxa de substituicdo. O valor do Critério de Informacédo de
Akaike (AIC) foi 190754,12892 e o Critério de Informacdo Bayesiano (BIC) foi
197871,50083.

A elaboracdo da arvore filogenética foi baseada na metodologia de
maximume-likelihood utilizando o teste aproximado de taxa de verossimilhanca
(aLRT) dependente de procedimento semelhante a Shimodaira-Hasegawa (SH-like)
para o suporte dos nodos e ramos internos, ferramentas disponiveis no programa
PhyML (GUINDON et al., 2010). A distribuicdo das estirpes foi de acordo a Valastro
(2016), e no caso das sequéncias de origem brasileira, 118 foram inclusas no grupo
GI-1, aquela que inclui a estirpe Massachusetts (Mass), 249 das sequéncias foram
inclusas no grupo GI-11, aquela associada a estirpe Brasileira (BR-I1), enquanto que
duas sequencias foram inclusas no grupo GI-13 e uma sequéncia no grupo GI-9
(Figura 4).
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Figura 4 — Arvore filogenética de sequéncias parciais do gene S1 do IBV.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: A filogenia contém as 370 sequéncias de origem brasileira e as 199 propostas por Valastro
et al (2016). Filogenia baseada no método de maximum-likelihood, utilizando teste de aLRT
SH-like para o suporte dos ramos internos com os valores mostrados nos nodos. A barra de
escala representa o numero de substituicdes nucleotidicas por sitio. As sub-arvores
representando as estirpes de IBV foram comprimidas. As variantes Unicas (VU) sao

apresentadas em letras negras. Os grupos principais Gl-1 e GI-11 s8o apresentados com
letras vermelhas.
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5.2 REACAO SEMI-NESTED PCR PARA A DETECCAO DA ESTIRPE BR-I

A técnica de semi-nested PCR desenvolvida neste trabalho foi capaz de
detectar o cDNA transcrito a partir do genoma viral de RNA da estirpe BR-I do virus
da bronquite infecciosa das galinhas. O par de primers RCH/B-F3 e RCH/B-R3 na
primeira reacdo de PCR produziram um fragmento de 343pb que é especifico da
estirpe BR-I, enquanto o par de primers RCH/B-F3 e RCH/B-R1 na segunda reacéo
de semi-nested PCR produziram um fragmento de 254pb que também é especifico
desta estirpe (Figura 5). Os dois fragmentos sao indicativos da presenca da estirpe
BR-I, ou fragmentos de diagnostico.

Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos
produtos da reacdo de semi-nested PCR
para a deteccdo da estirpe BR-I do IBV.

A B Cc D

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: Coluna A: controle positivo (vacina BR-I);
Coluna B: controle diferencial (vacina
Mass); Coluna C: controle negativo
(PBS); Coluna D: Peso molecular (100
bp DNA Ladder).
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5.3 REACAO DE DUPLEX SEMI-NESTED PCR PARA A DETECCAO SIMULTANEA
DAS ESTIRPES BR-I E MASS

A técnica de duplex semi-nested PCR desenvolvida neste trabalho foi capaz
de detectar os cDNA transcritos a partir dos genomas virais de RNA das estirpes
BR-1 e Mass do virus da bronquite infecciosa das galinhas. Na deteccéo da estirpe
BR-I, o par de primers RCH/U-F1 e RCH/B-R3 na primeira reagdo de PCR
produziram um fragmento de 509pb, enquanto o par de primers RCH/B-F3 e RCH/B-
R3 na segunda reacao de semi-nested PCR produziram um fragmento de 343pb que

é especifico da estirpe BR-I (Figura 6).

Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose 1,5%
dos produtos da reacdo de duplex
semi-nested PCR para a deteccdo das
estirpes BR-I e Mass do IBV.

509pb] .
490pb)| ==

343ph |- §
227pb | m

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: Coluna A: controle positivo (vacina BR-I);
Coluna B: controle positivo (vacina
Mass); Coluna C: controle negativo
(PBS); Coluna D: Peso molecular (100
bp DNA Ladder).

Na deteccao da estirpe Mass, o par de primers RCH/U-F1 e RCH/M-R8 na

primeira reacdo de PCR produziram um fragmento de 490pb, enquanto o par de
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primers RCH/M-F5 e RCH/M-R8 na segunda reacdo de semi-nested PCR
produziram um fragmento de 227pb que € especifico da estirpe Mass (Figura 6).
Como o primer senso € polivalente, comum as duas estirpes, apenas os fragmentos
da segunda reacdo de semi-nested PCR sdo os fragmentos de diagndstico

diferencial.

5.4 SEQUENCIAMENTO DE DNA

Apés o0 sequenciamento, a montagem e a edicdo de todos os fragmentos
purificados das reacdes de semi-nested PCR e duplex semi-nested PCR para as
duas estirpes em estudo, estas foram submetidas individualmente ao BLASTn. Na
tabela 2 sdo mostradas as comparacdes entre as sequéncias submetidas e as
sequéncias de maior semelhanca obtida pelo BLASTn, assim como, os valores de

comparacao (Tabela 2).

Tabela 2 — Andlise pelo BLASTn dos produtos sequenciados das reacdes de PCR
propostas no presente estudo.

FI‘(;:I g rFr)lgrl;to Tamanho Valor E Id en:f:dade REeSftei:Fdea ngiegszg )
Bl 343pb 5e-178 100% BR-I KY626044
B2 254pb le-128 100% BR-I KY626044
B3 509pb 0.0 100% BR-I KY626044
B4 343pb 5e-178 100% BR-I KY626044
M1 490pb 0.0 99% Mass KX529712
M2 227pb 4e-112 99% Mass KX529712

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: B1: Fragmento de PCR do controle positivo da reacéo exclusiva de BR-I; B2:
Fragmento de semi-nested PCR do controle positivo da reacdo exclusiva de
BR-I; B3: Fragmento de PCR do controle positivo BR-I da reacdo duplex; B4:
Fragmento de duplex semi-nested PCR do controle positivo BR-I; M1:
Fragmento de PCR do controle positivo Mass da reacdo duplex; M2:
Fragmento de duplex semi-nested PCR do controle positivo Mass. Valor E:
valor esperado.

A sequéncia B2 se encontrou incluida nas sequéncias Bl e B4, e estas
foram idénticas entre elas por utilizar 0 mesmo controle e 0s mesmos primers,
ademais, ambos se encontraram incluidas na sequéncia B3. Da mesma maneira, a

sequéncia M2 se encontrou incluida na sequéncia M1.
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5.5 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE ANALITICA TECNICA DAS REACOES
DE PCR

Antes de avaliar a sensibilidade das reacdes foram feitos os calculos para se
realizar as diluicbes dos controles positivos de BR-I e Mass das primeiras
amplificagbes de PCR conforme indicado nos itens 4.7.2 e 4.7.3. Na tabela 3 estdo

indicados os valores dos parametros utilizados.

Tabela 3 — Par@metros utilizados na avaliagdo da sensibilidade das reagdes.

Fragmento [DNA] Y (cépias/ 1°-V amostra 1°-V 4guaultra  1°-[DNA]

dePcR  “TPD) mgL) L) (uL) pura (uL) (ng/uL)
Bl 343 85,24 2,27 x 1011 4,41 95.59 3,76
B3 509 70,29 1,26 x 1011 7,94 92,06 5,58
M1 490 67,25 1,25 x 1011 7,99 92,01 5,37

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: B1l: Fragmento de PCR do controle positivo da reacdo exclusiva de BR-I;
B3: Fragmento de PCR do controle positivo BR-I da reacao duplex; M1: Fragmento de
PCR do controle positivo Mass da reacdo duplex. LT: tamanho do produto amplificado;
[DNA]: concentragcdo de DNA; Y: numero de cépias de DNA/uL; 1°-V: volume na primeira
diluicdo. 1°-[DNA]: concentragdo de DNA na primeira dilui¢&o.

Na reacao de semi-nested PCR especifica para a estirpe BR-I foi possivel se
observar os dois produtos de diagnéstico até a diluicdo de 10° copias de DNA/uL,
enquanto que na diluicdo de 10* foi observado apenas o produto da segunda

amplificagéo (semi-nested) (Figura 7).

Na reacdo de duplex semi-nested PCR de ambas estirpes foi possivel se
observar os dois produtos amplificados da reacéo para cada estirpe até as diluicbes
de 10° copias de DNA/uL, enguanto que nas diluicbes de 10* foram observados
apenas o produto de diagnostico, da segunda amplificacdo (duplex semi-nested)
(Figura 8).

Por conseguinte, ambas as reagbes propostas no presente estudo foram
capazes de detectar o IBV a partir de 10.000 cépias de DNA/uL. Considerando as
concentracbes no comeco das diluicbes e as suas respectivas concentracdes nas
diluicbes de 10 copias de DNA/UL, as concentracdes minimas de cDNA detectaveis

seriam de 3,76fg/uL para a reacdo de semi-nested PCR exclusiva para a estirpe
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BR-I; 5,58fg/uL para a estirpe BR-I na reacdo de duplex semi-nested PCR e
5,57fg/uL para a estirpe Mass na reacao de duplex semi-nested PCR.

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% para se avaliar a
sensibilidade dos produtos da reacdo de semi-nested PCR
para a deteccdo da estirpe BR-1 do IBV.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: Cada coluna representa uma diluicdo de maior concentracdo para
menor concentracdo, no sentido de esquerda a direita do
controle positivo da estirpe BR-l. Coluna PM: Peso molecular
(100 bp DNA Ladder).

Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% para se avaliar a
sensibilidade dos produtos da reacdo de duplex semi-nested
PCR para a detecc¢édo das estirpes BR-1 e Mass do IBV.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: Cada coluna representa uma diluicdo de maior concentracdo para
menor concentragdo, no sentido de esquerda a direita dos
controles positivos das estirpes BR-lI e Mass. Coluna PM: Peso
molecular (100 bp DNA Ladder).
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Para se avaliar a especificidade, foi realizado o diagnostico diferencial em
ambas reacdes, com 0s controles correspondentes a outras estirpes do IBV (Q1,
QX, D274, 793B), de bactérias ou virus (ou provirus) DNA, e também de outros virus
RNA que infectam as aves. As reacfes mostraram otima especificidade, pois néo
ocorreu amplificagcdo de fragmentos de diagnostico. A figura 9 e 10 mostram a
amplificagéo de outras estirpes do IBV, assim como, de outros agentes infecciosos
(Figuras 11, 12, 13 e 14) nas reacdes de semi-nested PCR e duplex semi-nested

PCR, especificas para as estirpes BR-1 e BR-I em simultaneo a Mass.

Na reacdo de duplex semi-nested PCR, nas colunas correspondentes as
estirpes D274 e 793B foi possivel se observar apenas as bandas da primeira reacéo,
por causa do uso do primer polivalente RCH/U-F1, porém, ndo ocorreu amplificacdo

do produto de diagndstico, na segunda reacao.

Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% para se avaliar
a especificidade dos produtos da reacdo de semi-
nested PCR para a detec¢do da estirpe BR-I frente
a outras estirpes do IBV.

BR-1 Mass Q1 QX PM D274 793B CN

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: BR-Il: estirpe BR-I do IBV; Mass: estirpe Mass do
IBV; Q1: estirpe Q1 do IBV; QX: estirpe QX do IBV;
D274: estirpe D274 do IBV; 793B: estirpe 793B do
IBV; CN: controle negativo. PM: Marcador de peso
molecular (100 bp DNA Ladder).



Figura 10 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% para se
avaliar a especificidade dos produtos da reacédo de
duplex semi-nested PCR para a deteccdo das
estirpes BR-I e Mass frente a outras estirpes do IBV.

509pb| .
490pb|™==
343ph jmmpe- L
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PM D274 793B CN

BR-1 Mass Q1 QX

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: BR-I: estirpe BR-I do IBV; Mass: estirpe Mass do IBV;
Q1: estirpe Q1 do IBV; QX: estirpe QX do IBV,
D274: estirpe D274 do IBV; 793B: estirpe 793B do
IBV; CN: controle negativo. PM: Marcador de peso
molecular (100 bp DNA Ladder).

Figura 11 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% para se avaliar a especificidade dos
produtos da reacéo de semi-nested PCR para a deteccéo da estirpe BR-1 do
IBV frente a outros agentes infecciosos DNA.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: ALV: provirus da leucose aviaria; CAV: virus da anemia infecciosa das
galinhas; ChPV: parvovirus de galinha; FadV-1: adenovirus grupo |; Fadv-2:
adenovirus grupo IlI; LAW: Lawsonia intracellularis; MDV: virus da doenga de
Marek; MG: Mycoplasma gallisepticum; ORT: Ornithobacterium rhinotracheale;
POX: poxvirus; VvLTI: virus da laringotraqueite infecciosa; BR-I: controle positivo
da estirpe BR-I do IBV; CN: controle negativo. PM: peso molecular (100 bp

DNA Ladder).



Figura 12 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% para se avaliar a especificidade dos
produtos da reacéo de semi-nested PCR para a deteccéo da estirpe BR-1 do
IBV frente a outros agentes infecciosos de tipo ARN.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: ANV: virus da nefrite aviaria; CAstV: astrovirus de galinha; IBDV: virus da
doenga infecciosa da Bursa; NDV: virus da doenca de Newcastle; PVA-a:
metapneumovirus aviario subtipo A; PVA-b: metapneumovirus aviario subtipo
B; REO: reovirus; REV: virus da reticuloendoteliose aviaria; RV: rotavirus;
VEA: virus da encefalomielite aviaria; vlA: virus da influenza aviaria; BR-I:
controle positivo da estirpe BR-I de IBV; CN: controle negativo. PM: Peso
molecular (100 bp DNA Ladder).

Figura 13 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% para se avaliar a especificidade dos
produtos da reacdo de duplex semi-nested PCR para a deteccdo das
estirpes BR-I e Mass do IBV frente a outros agentes infecciosos DNA.
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ALV CAV ChPV FadV-1 FadV-2 LAW MDV PM MG ORT POX viLTI BM CN

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: ALV: provirus da leucose aviaria; CAV: virus da anemia infecciosa das
galinhas; ChPV: parvovirus de galinha; FadV-1: adenovirus grupo I; Fadv-2:
adenovirus grupo IlI; LAW: Lawsonia intracellularis; MDV: virus da doenga de
Marek; MG: Mycoplasma gallisepticum; ORT: Ornithobacterium rhinotracheale;
POX: poxvirus; VvLTI: virus da laringotraqueite infecciosa; BR-I: controle positivo
da estirpe BR-I do IBV; CN: controle negativo. PM: peso molecular (100 bp
DNA Ladder).
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Figura 14 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% para se avaliar a especificidade dos
produtos da reacdo de duplex semi-nested PCR para a deteccdo das
estirpes BR-l e Mass do IBV frente a outros agentes infecciosos de tipo
RNA.

(509/490pD)] -
[343pb)] s
227pb] =

CN BM ANV CastV IBDV NDV PM PVA-a PVAb REO REV RV vEA viA

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: ANV: virus da nefrite aviaria; CAstV: astrovirus de galinha; IBDV: virus da
doenca infecciosa da Bursa; NDV: virus da doenca de Newcastle; PVA-a:
metapneumovirus aviario subtipo A; PVA-b: metapneumovirus aviario subtipo
B; REO: reovirus; REV: virus da reticuloendoteliose aviaria; RV: rotavirus;
VEA: virus da encefalomielite aviaria; vlA: virus da influenza aviaria; BR-I:
controle positivo da estirpe BR-I de IBV; CN: controle negativo. PM: Peso
molecular (100 bp DNA Ladder).

5.6 DETECCAO DAS ESTIRPES BR-l E MASS EM AMOSTRAS DE CAMPO

5.6.1 TRIAGEM POR REACAO DE RT-PCR POR SEGMENTO DA REGIAO 3'UTR
DE CORONAVIRUS

A triagem de 572 amostras de campo, com reacdo para Coronavirus, sendo
o alvo o segmento do gene 3UTR, detectou 62,24% (356/572) amostras positivas

para este género.

Segundo o tipo de pool de 6rgao (Tabela 4), Coronavirus foi detectado em
trés amostras de cornetos nasais (100%), n=03; em duas amostras de duodeno
(66,67%), n=03; em 14 amostras de intestinos (82,35%), n=17; em duas amostras
de pancreas (66,67%), n=03; em trés amostras de proventriculo (60,00%), n=05; em
13 amostras de pulmdes (56,52%), n=23; em cinco amostras de sistemas
reprodutores (83,33%), n=06; em 10 amostras de rins (43,48%), n=23; em 212

amostras de suabes de cloaca (70,07%), n=304; em trés amostras de suabes de
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traqueia (75,00%), n=04; em 52 amostras de tonsilas cecais (50,98%), n=102 e em
36 amostras de traqueias (47,37%), n=76. Nao houve a deteccdo deste virus nos

pools de coracgéao (0/1), figado (0/1) e palpebras (0/1).

Tabela 4 — Frequéncia de Coronavirus, segundo o tipo de 6rgao.

Orgéos Positivo Negativo Total
n % n % n
Coracéo 0 0,00 1 100,00 1
Cornetos nasais 3 100,00 0 0,00 3
Duodenos 2 66,67 1 33,33 3
Figados 0 0,00 1 100,00 1
Intestinos 14 82,35 3 17,65 17
Pélpebras 0 0,00 1 100,00 1
Péancreas 2 66,67 1 3333 3
Proventriculos 3 60,00 2 40,00
Pulmdes 13 56,52 10 43,48 23
Sistemas reprodutores 5 83,33 1 16,67 6
Rins 10 43,48 13 56,52 23
Suabes de cloaca 213 70,07 91 29,93 304
Suabes de traqueia 3 75,00 1 25,00 4
Tonsilas cecais 52 50,98 50 49,02 102
Traqueias 36 47,37 40 52,63 76
Total 356 216 572

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Considerando a origem geogréafica das amostras (Tabela 5), Coronavirus foi
detectado na frequéncia de 60,00% na regido Centro-oeste (33/55), 54,55% na
regido Norte (6/11), 49,32% na regido Nordeste (73/148), 64,29% na regido Sul
(9/14), e 67,53% na regido Sudeste (208/308). Em 36 amostras a origem nao foi

informada e ocorreu a presenca de Coronavirus em 75,00% (27/36) delas.
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Tabela 5 — Frequéncia de Coronavirus, segundo a regido geogréafica.

Regiéo Positivo Negativo Total

n % N % n
Centro-oeste 33 60,00 22 40,00 55
Norte 6 54,55 5 4545 11
Nordeste 73 49,32 75 50,68 148
Sul 9 64,29 5 3571 14
Sudeste 208 67,53 100 32,47 308
N&o informada 27 75,00 9 25,00 36
Total 356 216 572

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Segundo o tipo de criacdo (Tabela 6), Coronavirus foi detectado na
frequéncia de 66,57% das amostras proveniente de frangos de corte (219/329), em
57,07% das amostras de poedeiras comerciais (109/191), e em 53,85% das
amostras de matrizes (7/13). Nas amostras sem a informagédo do tipo de criagao
ocorreu 53,85% (21/39) amostras positivas para este género.

Tabela 6 — Frequéncia de Coronavirus, segundo o tipo de criacéo.

Criacéo Positivo Negativo Total

N % n % N
Frangos de corte 219 66,57 110 33,43 329
Poedeiras comerciais 109 57,07 82 42,93 191
Matrizes 7 53,85 6 46,15 13
N&o informada 21 53,85 18 46,15 39
Total 356 216 572

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

5.6.2 REACAO DE SEMI-NESTED PCR PARA A DETECCAO DA ESTIRPE BR-|

Todas as amostras positivas para o gene 3UTR foram analisadas nesta

reacao, e 84,83% (302/356) amostras foram positivas para a estirpe BR-I.

Segundo o tipo de pool de 6rgéo (Tabela 7, Grafico 1), a estirpe BR-I do IBV
foi detectada em trés amostras de cornetos nasais (100%), n=03; em duas amostras
de duodeno (100,00%), n=02; em nove amostras de intestinos (64,29%), n=14; em

duas amostras de pancreas (100,00%), n=02; em trés amostras de proventriculos
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(100,00%), n=03; em nove amostras de pulmdes (69,23%), n=13; em quatro
amostras de sistemas reprodutores (80,00), n=05; em oito amostras de rins
(80,00%), n=10; em 195 amostras de suabes de cloaca (91,55%), n=213; em duas
amostras de suabes de traqueia (66,67%), n=03; em 43 amostras de tonsilas cecais

(82,69%), n=52 e em 22 amostras de traqueias (61,11%), n=36.

Tabela 7 — Frequéncia da estirpe BR-I1 do IBV, segundo o tipo de érgéo.

Orgaos Positivo Negativo Total
n % n % n
Cornetos nasais 3 100,00 0 0,00
Duodenos 2 100,00 0 0,00
Intestinos 9 64,29 5 3571 14
Péancreas 2 100,00 0 0,00
Proventriculos 3 100,00 0 0,00 3
Pulmdes 9 69,23 4 30,77 13
Sistemas reprodutores 4 80,00 1 20,00 5
Rins 8 80,00 2 20,00 10
Suabes de cloaca 195 91,55 18 8,45 213
Suabes de traqueia 2 66,67 1 33,33 3
Tonsilas cecais 43 82,69 9 17,31 52
Traqueias 22 61,11 14 38,89 36
Total 302 54 356

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Gréfico 1 — Frequéncia da estirpe BR-1 do IBV, segundo o tipo de érgéo.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)
Legenda: N: negativo; P: positivo; BR-I: estirpe BR do IBV.
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Segundo a regido geogréafica de origem das amostras (Tabela 8, Gréfico 2),
a estirpe BR-I do IBV foi detectada na frequéncia de 87,88% das amostras
provenientes da regido Centro-Oeste (29/33), em 33,33% das amostras da regido
Norte (2/6), em 73,97% das amostras da regido Nordeste (54/73), em 100,00% das
amostras da regidao Sul (9/9), e em 90,38% das amostras da regido Sudeste
(188/208). Nas amostras com origem nao foi informada ocorreu a presenca da
estirpe BR-I em 74,07% (20/27) delas.

Tabela 8 — Frequéncia da estirpe BR-I do IBV, segundo a regido geografica.

Regiéo Positivo Negativo Total

n % n % n
Centro-oeste 29 87,88 4 12,12 33
Norte 2 3333 4 66,67 6
Nordeste 54 73,97 19 26,03 73
Sul 9 100,00 0 0,00 9
Sudeste 188 90,38 20 9,62 208
Né&o informada 20 74,07 7 25,93 27
Total 302 54 356

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Graéfico 2 — Frequéncia da estirpe BR-I do IBV, segundo a regido geografica.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: BR-I: estirpe BR-I do IBV; N: negativo; P: positivo; CO: centro-
oeste; n.i; ndo informado; NO: norte; NE: nordeste; S: sul; SE:
sudeste.
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Segundo o tipo de criacdo (Tabela 9, Gréafico 3), a estirpe BR-I do IBV foi
detectada na frequéncia de 89,95% das amostras provenientes de frangos de corte
(197/219), em 76,15% das amostras de poedeiras comerciais (83/109), e em
100,00% das amostras de matrizes (7/7). Nas amostras sem a informacé&o do tipo de

criagdo ocorreu a presenca da estirpe BR-1 em 71,43% (15/21) das amostras.

Tabela 9 — Frequéncia da estirpe BR-1 do IBV, segundo o tipo de criacéo.

Criacéao Positivo Negativo Total

N % n % n
Frangos de corte 197 89,95 22 10,05 219
Poedeiras comerciais 83 76,15 26 23,85 109
Matrizes 7 100,00 0 0.00 7
Né&o informada 15 71,43 6 28,57 21
Total 302 54 356

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Gréfico 3 — Frequéncia da estirpe BR-I do IBV, segundo o tipo de criacao.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: BR-I: estirpe BR-1 do IBV; N: negativo; P: positivo; n.i;: ndo
informado; FC: frango de corte; M: matriz; PC: postura comercial.

5.6.3 REACAO DE DUPLEX SEMI-NESTED PCR PARA A DETECCAO
SIMULTANEA DAS ESTIRPES BR-| E MASS
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Nesta reagéo foram testadas 136 amostras, positivas na detec¢do do gene
3'UTR, das quais 90,44% (123/136) foram positivas para pelo menos uma das
estirpes estudadas (BR-l e/ou Mass). Dentre as 136 amostras estudadas, em 89
amostras foi detectada a presenca da estirpe BR-l (65,44%), em 10 amostras a
presenca da estirpe Mass (7,35%), em 24 amostras ocorreu a detecgdo das duas
estirpes virais (17,65%) e 13 amostras se apresentaram negativas (9,56%).

Segundo o tipo de pool de érgao (Tabela 10, Grafico 4), em trés amostras de
intestinos estudadas, uma apresentou o genoétipo BR-I, uma o genétipo Mass e a
outra apresentava as duas estirpes virais. Em duas amostras de pulmdes, apenas
uma amostra apresentava os dois genoétipos estudados. Nas amostras de suabes de
cloaca, 76,25% (61/80) apresentaram o genaétipo BR-I, 3,75% (3/80) apresentaram o
gendtipo Mass, 17,50% (14/80) apresentaram os dois gendtipos e 2,50% (2/80)
amostras foram negativas. Em uma amostra de suabes de traqueia foi detectada a
estirpe Mass. Nas amostras de tonsilas cecais, 63,64% (21/33) apresentaram a
estirpe BR-l, 6,06% (2/33) apresentaram o genétipo Mass, 12,12% (4/33)
apresentavam os dois genétipos e 18,18% (6/33) amostras foram negativas. Nas
amostras de traqueias, 35,26% (6/17) apresentaram a estirpe BR-I, 17,65% (3/17)
apresentavam o genétipo Mass, em 23,53% (4/17) ocorreu a presenca das duas

estirpes virais e 23,53% (4/17) amostras foram negativas nesta reacao.

Tabela 10 — Frequéncia das estirpes BR-I e Mass do IBV, segundo o tipo de 6rgao.

Orgaos B M BM N Total

n % n % n % n % n
Intestinos 1 33,33 1 3333 1 33,33 0 0,00 3
Pulmdes 0 0,00 0 0,00 1 50,00 1 50,00 2
Suabes de cloaca 61 76,25 3 3,75 14 17,50 2 250 80
Suabes de traqueia 0 0,00 1 100,00 0 0,00 0 0,00 1
Tonsilas cecais 21 63,64 2 6,06 4 12,12 6 18,18 33
Traqueias 6 35,26 3 17,65 4 23,53 4 23,53 17
Total 89 65,44 10 7,35 24 17,65 13 9,56 136

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: B: estirpe BR-I do IBV; M: estirpe Mass do IBV; BM: estirpes BR-1 e Mass do IBV em
simultadneo; N: amostra negativa.
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Graéfico 4 — Frequéncia das estirpes BR-I e Mass do IBV, segundo o tipo de 6rgéo.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: B: estirpe BR-I do IBV; M: estirpe Mass do IBV; BM: estirpes BR-I e Mass do
IBV em simultdneo; N: amostra negativa.

Segundo a regiao geografica de origem das amostras (Tabela 11, Grafico 5),
de quatro amostras provenientes da regido Norte, apenas uma (25,00%) apresentou
0 gendtipo Mass, enquanto trés amostras foram negativas nesta reacdo. Nas
amostras da regidao Nordeste, 46,88% (15/32) apresentaram a estirpe BR-I, 15,63%
(5/32) apresentaram a estirpe Mass, 25,00% (8/32) apresentavam as duas estirpes
virais e 12,50% (4/32) amostras foram negativas nesta reacdo. Entre as amostras
da regido Sudeste, 69,62% (55/79) apresentaram o gendtipo BR-I, 3,80% (3/79)
apresentaram o genotipo Mass, 18,99% (15/79) apresentavam os dois genotipos e
9,56% (6/79) amostras apresentavam reacdo negativa. Nas amostras com origem
nao foi informada, 90,48% (19/21) apresentaram o gendtipo BR-I, 4,76% (1/21)

apresentaram o genétipo Mass e 4,76% (1/21) apresentaram as duas estirpes virais.
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Tabela 11 — Frequéncia das estirpes BR-I e Mass do IBV, segundo a regido geografica.

Regido B M BM N Total
n % n % n % n %

Norte 0 0,00 1 25,00 0 0,00 3 75,00 4

Nordeste 15 46,88 5 15,63 8 25,00 4 12,50 32

Sudeste 55 69,62 3 380 15 18,99 6 7,59 79

Né&o informada 19 90,48 1 476 1 476 0 0,00 21

Total 89 65,44 10 7,35 24 17,65 13 9,56 136

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: B: estirpe BR-I do IBV; M: estirpe Mass do IBV; BM: estirpes BR-I e Mass do
IBV em simultaneo; N: reagdo negativa.

Grafico 5 — Frequéncia das estirpes BR-I e Mass do IBV, segundo a regido geografica.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: B: estirpe BR-1 do IBV; M: estirpe Mass do IBV; BM: estirpes BR-I e Mass do
IBV em simultaneo; N: amostra negativa; n.i: ndo informado; NO: norte; NE:
nordeste; SE: sudeste.

Segundo o tipo de criacdo (Tabela 12, Grafico 6), nas amostras provenientes
de criacbes de frangos de corte, em 68,54% (61/89) existia a estirpe BR-1, em 8,99%
(8/89) a presenca da estirpe Mass, em 16,85% (15/89) apresentavam as duas
estirpes e 5,56% (5/89) amostras foram negativas nesta reacdo Nas amostras de
poedeiras comerciais, 58,33% (21/36) apresentaram o genotipo BR-I, 5,56% (2/36)
apresentaram o gendtipo Mass, 19,44% (7/36) apresentaram os dois genotipos e

16,67% (6/36) amostras foram negativas nesta reacdo. Nas amostras de matrizes
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50,00% (2/4) apresentaram o gendtipo BR-I e 50,00% (2/4) apresentaram os dois
genotipos. Nas amostras sem a informacgéo do tipo de criagdo ocorreu 71,43% (5/7)
amostras positivas para o genotipo BR-1 e 28,57% (2/7) amostras foram negativas

nesta reacao.

Tabela 12 — Frequéncia das estirpes BR-I e Mass do IBV, segundo o tipo de criacéo.

Criacéo B M BM N Total

n % n % N % n % n
Frangos de corte 61 68,54 8 8,99 15 16,85 5 5,62 89
Poedeiras comerciais 21 58,33 2 5.56 7 19,44 6 16,67 36
Matrizes 2 50,00 0 0,00 2 50,00 0 0,00 4
N&o informada 5 71,43 0 0,00 0 0,00 2 28,557 7
Total 89 65,44 10 7,35 24 17,65 13 9,56 136

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: B: estirpe BR-I do IBV; M: estirpe Mass do IBV; BM: estirpes BR-1 e Mass do IBV
em simultaneo; N: amostra negativa.

Gréfico 6 — Frequéncia das estirpes BR-I e Mass do IBV, segundo o tipo de criagcéo.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: B: estirpe BR do IBV; M: estirpe Mass do IBV; BM: estirpes BR e Mass do IBV
em simultadneo; N: amostra negativa; n.i: ndo informado; FC: frango de corte;
M: matriz; PC: postura comercial.
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5.7 ANALISES FILOGENETICAS

Na andlise filogenética foram escolhidas 39 sequéncias, correspondendo
aos dois controles das vacinas (BR-I e Mass) e 37 amostras de campo detectadas
pelos métodos de semi-nested PCR propostos no presente trabalho.
Adicionalmente, foi utilizado o subconjunto de 199 sequéncias proposta por Valastro

et al. (2016) para a caracterizacao das estirpes do IBV no mundo.

Todas as sequéncias (238) foram alinhadas pela versédo 7.313 do programa
MAFFT (KATOH; STANDLEY, 2013), com o método de refinamento iterativo e lento
(FFT-NS-i). O resultado do alinhamento foi analisado e editado pela verséo 6.8.3 do
programa CLC Main Workbench e pela verséo 7.0.5 do programa Bioedit (HALL,
1999). A eleicdo do melhor modelo de substituicdo nucleotidica das sequéncias e a
elaboracdo de uma arvore filogenética para determinar a estirpe correspondente a
cada sequéncia foram realizadas com a versédo 3.0 do programa PhyML (GUINDON
et al., 2010) e foram editados com a versdo 7.0.26 do programa MEGA (KUMAR;
STECHER; TAMURA, 2016).

O modelo de substituicdo nucleotidica escolhido pelo programa PhyML
(GUINDON et al., 2010) foi o Tempo Geral Reversivel (GTR), distribuicdo Gama
(+G) e 4 categorias de taxa de substituicdo. O valor do Critério de Informacdo de
Akaike (AIC) foi 162430,72806 e o Critério de Informacdo Bayesiano (BIC) foi
165124,54406. A elaboracao da arvore filogenética foi baseada na metodologia de
maximum-likelihood utilizando o teste aproximado de taxa de verossimilhanca
(aLRT) dependente de procedimento semelhante a Shimodaira-Hasegawa (SH-like)
para o suporte dos nodos e ramos internos, ferramentas disponiveis no programa
PhyML (GUINDON et al., 2010).

A distribuicdo das estirpes ocorreu de acordo a classificacdo de Valastro et
al. (2016). Verificou-se que, das sequéncias de nucleotideos analisadas neste
estudo, 4 sequéncias se localizaram no grupo GI-1 (3 amostras de campo e o
controle positivo da vacina Mass) e 35 sequéncias foram localizadas no grupo GI-11
(34 amostras de campo e o controle positivo da vacina BR-I) (Figura 15).
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As sub-arvores dos grupos Gl-1 e GI-11 sdo apresentados em detalhe nas
figuras 16 e 17, respectivamente. A descricAo de cada amostra analisada é
apresentada no Quadro 3. As amostras de campo USP-735, USP-774 e USP-781 e
o controle da vacina USP-vMass se agruparam no braco da estirpe Massachusetts

(H120) que deu origem a vacina mundialmente dispersa (Figura 16).

Nas amostras de campo que se agruparam na estirpe Brasileira (GI-11) houve
uma segregacao quando comparadas as amostras referéncia dos anos de 1975 até
1983 (UFMG/297, UFMG/283, UFMG/G e IBV/Brasil). Dentro do grupo, foram vistos
3 subgrupos (Figura 17): O primeiro (A) agrupado com a referéncia UFMG/1141
(2009), onde se localizaram as amostras de campo USP-761, USP-765, USP-804,
USP-742, USP-742al, USP-742a2, USP-803, USP-742a4, USP-760, USP-731a3,
USP-731al, USP-731a2, USP-731, USP-770, USP-908, USP-857, USP-907, USP-
782, USP-783, das regides Centro-Oeste, Nordeste, Sudeste e Sul. O segundo
subgrupo (B) foi agrupado com a referéncia UFMG/12.2 (2008), onde se localizaram
as amostras de campo USP-736, USP-880, USP-858, USP-745, USP-732al e o
controle da vacina USP-vBR-I, pertencendo todas essas amostras a regido Sudeste.
O terceiro subgrupo (C) incluiu as amostras de campo USP-768a9, USP-768al1,
USP-740a8, USP-740a10, USP-740, USP-839, USP-767, USP-861 e USP-829,
pertencendo todas essas amostras a regido Nordeste. Adicionalmente, a amostra de
campo USP-810 com origem na regido Norte foi segregada independentemente,

embora esteja mais proxima ao subgrupo C, com as amostras do Nordeste.



Figura 15 — Arvore filogenética de sequéncias parciais do gene S1 do IBV.

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)
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Legenda: A filogenia contém as 39 sequéncias de nucleotideos dos produtos das reagfes de semi-
nested PCR para o IBV obtidas de amostras de origem brasileira e as 199 sequéncias
propostas por Valastro et al (2016). Filogenia baseada no método de maximume-likelihood,
utilizando teste de aLRT SH-like para o suporte dos ramos internos com os valores
mostrados nos nodos. A barra de escala representa o nimero de substituigcbes nucleotidicas
por sitio. As sub-arvores representando as estirpes de IBV foram comprimidas. As variantes

Unicas (VU) sdo apresentadas em letras negras. Os grupos principais Gl-1 e GI-11 sao
apresentados com letras vermelhas.
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Figura 16 — Sub-arvore filogenética das sequéncias dos produtos amplificados das reacdes de duplex
semi-nested PCR, localizadas no grupo GI-1.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: A filogenia contém 4 sequéncias de origem brasileira (3 amostras de campo e o controle
positivo da vacina Mass) e as 5 sequéncias propostas por Valastro et al (2016) para
representar o grupo GI-1. Filogenia baseada no método de maximum-likelihood, utilizando
teste de aLRT SH-like para o suporte dos ramos internos com os valores mostrados nos
nodos. A barra de escala representa o nimero de substituicdes nucleotidicas por sitio.
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Figura 17 — Sub-arvore das sequéncias dos produtos amplificados das reacdes de duplex semi-
nested PCR, localizadas no grupo GI-11.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: A filogenia contém as 35 sequéncias de origem brasileira (34 amostras de campo e o
controle positivo da vacina BR-I) e as 5 sequéncias propostas por Valastro et al (2016) para
representar o grupo GI-11. Filogenia baseada no método de maximum-likelihood, utilizando
teste de aLRT SH-like para o suporte dos ramos internos com os valores mostrados nos
nodos. A barra de escala representa o nimero de substituicdes nucleotidicas por sitio.
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Quadro 2 — Amostras do IBV cujos produtos amplificados foram sequenciados e analisados para a

geracao da arvore filogenética.

Tipo de : ; : : :
Amostra Cddigo Orgéos Estado | Regido Criacéo Idade Estirpe
vacina USP-vBR-I n.a n.a n.a n.a n.a BR-I
vacina USP-vMass n.a n.a n.a n.a n.a Mass
campo USP-731al intestinos SP SE matrizes 46 semanas BR-I
campo USP-731a2 pulmdes SP SE matrizes 46 semanas BR-I
campo USP-731a3 traqueias SP SE matrizes 46 semanas BR-I
campo USP-731 pulmdes SP SE matrizes 46 semanas BR-I
campo USP-732 s. de cloaca SP SE frangos de corte 42 dias BR-I
campo USP-735 tonsilas cecais PE NE frangos de corte 39 dias Mass
campo USP-736 tonsilas cecais ES SE poedeiras c. 80 dias BR-I
campo USP-740a8 | tonsilas cecais PE NE poedeiras c. 17 semanas BR-I
campo | USP-740al0 | tonsilas cecais PE NE poedeiras c. 21 semanas BR-I
campo USP-740 tonsilas cecais PE NE poedeiras c. 17 semanas BR-I
campo USP-742al | tonsilas cecais RJ SE frangos de corte 35 dias BR-I
campo USP-742a2 | tonsilas cecais RJ SE frangos de corte 35 dias BR-I
campo USP-742a4 s. de cloaca MG SE frangos de corte 37 dias BR-I
campo USP-742 s. de cloaca RJ SE frangos de corte 30 dias BR-I
campo USP-745 s. de cloaca SP SE poedeiras c. n.i. BR-I
campo USP-760 s. de cloaca MS Cco frangos de corte 40 dias BR-I
campo USP-761 s. de cloaca GO CcoO frangos de corte 41 dias BR-I
campo USP-765 tonsilas cecais CE NE poedeiras c. 39 semanas BR-I
campo USP-767 tonsilas cecais PE NE poedeiras c. 31 semanas BR-I
campo USP-768a9 rins CE NE frangos de corte 45 dias BR-I
campo | USP-768all pulmdes CE NE frangos de corte 45 dias BR-I
campo USP-770 s. de cloaca SP SE frangos de corte 39 dias BR-I
campo USP-774 traqueias RN NE poedeiras c. 27 semanas | Mass
campo USP-781 intestinos MA NE frangos de corte 7 dias Mass
campo USP-782 s. de cloaca MT CcoO poedeiras c. 3 semanas BR-I
campo USP-783 pulmdes MG SE frangos de corte n.i. BR-I
campo USP-803 s. de cloaca RJ SE frangos de corte 52 dias BR-I
campo USP-804 s. de cloaca RJ SE n.i. n.i. BR-I
campo USP-810 tonsilas cecais PA N poedeiras c. 35 semanas BR-I
campo USP-829 tonsilas cecais PB NE poedeiras c. 25 semanas BR-I
campo USP-839 tonsilas cecais Pl NE frangos de corte n.i. BR-I
campo USP-857 s. de cloaca SP SE frangos de corte 43 dias BR-I
campo USP-858 s. de cloaca SP SE poedeiras c. n.i. BR-I
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campo USP-861 tonsilas cecais PB NE frangos de corte 42 dias BR-I
campo USP-880 s. de cloaca SP SE poedeiras c. 6 semanas BR-I
campo USP-907 traqueias PR S frangos de corte 41 dias BR-I
campo USP-908 s. de cloaca SC S frangos de corte n.i. BR-I

Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: SP: S&@o Paulo; PE: Pernambuco; ES: Espirito Santo; RJ: Rio de Janeiro; MG: Minas
Gerais; MS: Mato Grosso do Sul; GO: Goias; CE: Ceara; RN: Rio Grande do Norte; MA:
Maranhao; MT: Mato Grosso; PA: Para; PB: Paraiba; Pl: Piaui; PR: Parana; SC: Santa
Catarina; BR: estirpe BR-I do IBV; Mass: estirpe Mass do IBV; CO: centro-oeste; N: norte;
NE: nordeste; S: sul; SE: sudeste; n.a. ndo aplica; n.i; ndo informado; s. de cloaca: suabes
de cloaca; poedeiras c.: poedeiras comerciais.

Na matriz de similaridade de nucleotideos (Tabela 13) foi visto que as
amostras de campo junto ao controle da vacina de BR-I, agrupadas na estirpe
brasileira, variavam entre 90,48% até 99,13% e 89,61% até 96,97% quando
comparadas as sequéncias de referéncia UFMG/1141 e UFMG/12.2,
respectivamente; e na comparagao com outras estirpes do IBV (Q1, D274, Mass,
QX e 793B) os valores de similaridade oscilaram entre 65,81% até 76,62%.

As amostras agrupadas na estirpe Mass, como esperado, o controle da
vacina de Mass, apresentaram identidade de 100% com a referéncia H120, e as
amostras USP-781 e USP-774 mostraram identidade de 100% e 99,57%
respectivamente; e na comparacao com outras estirpes do IBV (BR-I, Q1, D274,

QX e 793B) os valores de similaridade oscilaram entre 58,23% até 75,32%.

Na matriz de similaridade de aminoacidos (Tabela 14) foi visto que as
amostras de campo junto ao controle da vacina de BR-I, agrupadas na estirpe
brasileira, variavam entre 88,31% até 98,70% e 85,71% até 92,12% quando
comparadas as sequéncias de referéncia UFMG/1141 e UFMG/12.2,
respectivamente; e na comparacao com outras estirpes do IBV (Q1, D274, Mass, QX

e 793B) os valores de similaridade oscilaram entre 58,97% até 75,32%.

As amostras agrupadas na estirpe Mass, como esperado, o controle da
vacina de Mass, apresentou identidade de 100% com a referéncia H120, e as
amostras USP-781 e USP-774 mostraram identidade de 100% e 98,70%
respectivamente; e na comparacgao com outras estirpes do 1BV (BR-I, Q1, D274, QX

e 793B) os valores de similaridade oscilaram entre 58,23% até 75,32%.




Tabela 13 — Matriz de similaridade de nucleotideos entre sequéncias dos produtos amplificados na reacdo de duplex semi-nested PCR.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: Abaixo da diagonal: porcentagem (%) de similaridade (a coloracéo mais intensa em vermelho indica maior similaridade; a coloracdo mais intensa
em azul indica maior diferenca). Acima da diagonal: nimero de diferencas entre nucleotideos (a coloragdo mais intensa em vermelho indica maior
nuamero de diferengas entre nucleotideos; a coloragao mais intensa em azul indica menor diferenga entre nucleotideos).




Tabela 14 — Matriz de similaridade de aminodacidos entre as sequéncias dos produtos amplificados na reacédo de duplex semi-nested PCR.
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Fonte: (CHACON, R.D., 2017)

Legenda: Abaixo da diagonal: porcentagem (%) de similaridade (a coloragdo mais intensa em vermelho indica maior similaridade;
em azul indica maior diferenca). Acima da diagonal: nimero de diferengas entre aminoacidos (a coloragdo mais intensa em vermelho indica maior
nuamero de diferengas entre aminoacidos; a coloragdo mais intensa em azul indica menor diferenca entre aminoacidos).

a coloracdo mais intensa
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6.DISCUSSAO

E incomum que a influéncia de um virus seja tdo persistente ao longo dos
anos na industria avicola, causando grandes perdas econémicas no mundo inteiro.
Desde a descoberta da BIG em 1931 (SCHALK; HAWN, 1931), e depois de quase
90 anos, os problemas causados por este virus permanecem desafiadores, pois no
processo de infeccdo e adaptacdo ainda existem aspectos que precisam ser
esclarecidos, apesar de existirem inUmeras abordagens para tentar controla-lo.
Entre os desafios: no diagndstico clinico do IBV nao existem sinais patognomaonicos,
ou seja, exclusivos, o que dificulta o diagndstico diferencial; o tropismo variavel e a
capacidade de gerar lesdes em alguns tecidos em particular, a rapidez nos
processos de replicacdo, mutacdo e recombinacdo do virus que requer um
constante estudo e caracterizacao dos gendtipos circulantes e prevalentes; o debate
sobre os métodos de controle mediante vacinacdo; a auséncia de sistemas
universais de classificacdo do IBV; a deficiéncia na divulgacdo dos estudos que
correlacionassem o0s aspectos genéticos e antigénicos na América do Sul, assim
como, metodologias rapidas, baratas e precisas para a deteccéo e identificacdo das
estirpes prevalentes no Brasil. A intengcédo de contribuir e ajudar no controle do IBV
foi a motivagcéo deste estudo.

Frente & evidéncia de uma estirpe prevalente no territorio brasileiro (CHACON
et al., 2011), o primeiro desafio foi desenhar uma metodologia de diagndstico que
fosse a mais abrangente possivel. Considerando que o gene alvo para este tipo de
abordagem € o codificador da proteina da espicula (S), mais precisamente a
subunidade S1, e conscientes das frequentes mudancas e variacbes nesta
sequéncia, o estudo foi iniciado agrupando e classificando todas as sequéncias do
IBV disponiveis na base de dados de nucleotideos do GenBank, com relato de
origem no Brasil. Os resultados confirmaram de maneira indireta, a prevaléncia da
estirpe brasileira (BR-l, GI-11) em primeiro lugar, com 67,30% (249/370) das
sequéncias incluidas na analise e da estirpe Massachusetts (Mass, Gl-1) em
segundo lugar, com 31,89% (118/370) das sequéncias. A estirpe Massachusetts foi
acrescentada a analise como a representativa do grupo Gl-1 no Brasil, devido as
diferentes publicacdes da doenca a partir da autorizagdo da vacina e 0 seu uso no

pais desde o ano de 1979 (SILVA, 2010). Duas sequéncias que foram inseridas no
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grupo GI-13 ja tinham sido designadas como 4/91 ou 793B (VILLARREAL et al.,
2010). Uma sequéncia foi agrupada no grupo GI-9 (referente a estirpe Arkansas,
Ark) como ja tinha sido relatada no Brasil (FELIPPE et al., 2010). Nesse mesmo
estudo, 10 sequéncias tinham sido classificadas como D207 (agora dentro do grupo
GI-12), mas na presente analise foram incluidas dentro do grupo da estirpe brasileira
(GI-11). Esta diferenca na classificagdo € decorrente das diferencas nas sequéncias
de referéncia utilizadas. No presente estudo foram utilizadas um maior nimero de
sequéncias brasileiras, assim como, as sequéncias propostas no estudo de Valastro
et al. (2016).

As reacdes desenvolvidas neste trabalho sdo as primeiras para o diagnostico
e deteccao mediante RT-PCR em ponto final para a estirpe brasileira (BR-I), e foi
estabelecido apds o estudo de um numero abrangente de sequéncias de
nucleotideos, incluindo a maior quantidade de sequéncias brasileiras do IBV
disponiveis. Por outro lado, o diagnéstico da estirpe Mass foi desenvolvido apds o
estudo de todas as sequéncias de nucleotideos que foram evoluindo a partir do
ingresso da vacina Mass no Brasil. O desenho dos primers foi realizado com a
sequéncia de nucleotideos da primeira por¢cdo do gene S1, incluindo as regibes
hipervariaveis 1 e 2 (HVR1 e HVR2), regides que sdo as mais polimoérficas e
informativas quanto a diversidade e € possivel também se fazer inferéncias das
propriedades antigénicas (MOORE; JACKWOOD; HILT, 1997; WANG; HUANG,
2000). Adicionalmente, a metodologia de PCR em ponto final oferece a possibilidade
de ser realizada em laboratérios com menor infraestrutura quando comparado aos
métodos de gPCR. Como foi visto nas figuras 5 e 6, os fragmentos de diagndstico
sdo faceis de se determinar numa eletroforese de agarose convencional, pela
simplicidade na interpretagdo. Tanto os tamanhos dos fragmentos amplificados
como a semelhanca com sequéncias de referéncia conhecidas (Tabela 2), indicaram

que a reacdo foi altamente especifica.

Para aprofundar o valor técnico das reacdes, foram realizados 0s respectivos
testes de sensibilidade e especificidade. Para se avaliar a sensibilidade das reacdes,
foram realizadas curvas de diluicdes para se conhecer a quantidade aproximada do
namero de copias do genoma viral, sendo que o nimero de cépias foi determinado

matematicamente, e a concentracdo no inicio das diluicdes foi determinada em
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espectrofotometro. Os resultados mostraram que em ambas as reacdes, o limiar
minimo de deteccdo foi de 10* copias de cDNA/uL para os fragmentos de
diagnoéstico (Figuras 7 e 8), e concentracdes virais na ordem de fentograma/uL
(3,76fg/uL para a reacdo de semi-nested PCR exclusiva para a estirpe BR-I;
5,58fg/uL para a estirpe BR-lI na reacdo de duplex semi-nested PCR e 5,57fg/uL
para a estirpe Mass na reacao de duplex semi-nested PCR) (Tabela 3). Em termos
praticos, os kits de transcricao reversa geralmente oferecem bons resultados quando
a concentracdo de RNA é maior de 1pg (quantidade aproximadamente 3.000 a
5.000 vezes maiores em comparacao ao detectado pelas reacdes propostas neste
estudo). Na literatura, os limiares de deteccdo das reacdes de RT-PCR em ponto
final sdo calculados se fazendo diluicbes seriadas de fator 10, mas a concentracéo
inicial nem sempre é determinada (CAVANAGH et al.,, 1999; OKINO et al., 2005;
JONES et al., 2011).

Com respeito a avaliacdo da especificidade na reagdo de semi-nested PCR
especifica para se detectar a estirpe BR-I, tanto na avaliagdo com outras estirpes do
IBV (Figura 9), como nos outros agentes infecciosos que infectam as aves com
genoma do tipo DNA ou RNA (Figuras 11 e 12) nao ocorreu nenhuma amplificagéo;
isto € consequéncia da acdo dos 3 primers utilizados na reacdo, por serem
altamente especificos para a estirpe BR-l. Quanto a avaliacdo da especificidade na
reacdo de duplex semi-nested PCR para a deteccao e diferenciacdo das estirpes
BR-I e Mass foi necessario se utilizar um primer genérico (RCH/U-F1) na primeira
amplificacdo, comum, as duas estirpes e indiretamente, também, comum a outras
estirpes do IBV (Figura 10). Dessa forma, os fragmentos produzidos na primeira
amplificacdo (PCR) ndo podem ser utilizados para o diagnostico, mas os fragmentos
de 343pb e 227pb produzidos na segunda amplificacdo (semi-nested PCR) sé&o
altamente especificos para as estirpes BR-1 e Mass, respectivamente. Na avaliacao
com outros agentes que infectam as aves com genoma do tipo DNA ou RNA
(Figuras 13 e 14), nao houve nenhuma amplificagdo com esta reacdo. Este tipo de
reacdo para a deteccdo e diferenciacdo de estirpes, sem precisar de
sequenciamento na rotina, ja foi amplamente utilizado por outros pesquisadores,
com estirpes europeias e norte-americanas (CAPUA et al., 1999; CAVANAGH et al.,
1999; HANDBERG et al., 1999; MEULEMANS et al., 2001; ZANELLA et al., 2003), o
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7z

que confere uma maior praticidade quando € necessario se processar Varias

amostras simultaneamente.

Uma reacao universal para o diagnostico de triagem do IBV é a amplificacéao
mediante RT nested-PCR da regido nao traduzida 3'UTR, que € uma regido muito
conservada nos Coronavirus, e, particularmente, em todas as estirpes conhecidas
do IBV (CAVANAGH et al., 2002; DI FABIO; VILLAREAL, 2009). Os resultados da
triagem nas 572 amostras de campo mostraram que 62,24% delas apresentavam o
IBV, este resultado concorda com outros trabalhos semelhantes, quando se
estabelece a média entre eles (CHACON et al., 2011; PADILHA FRAGA et al., 2013;
BALESTRIN et al., 2014). Considerando o tipo de pool de 6rgdos na amostra, em
pool de coracdo, figado e palpebras o virus ndo foi detectado. No entanto, foi
detectado em cornetos nasais, duodenos, intestinos, pancreas, proventriculos,
pulmdes, sistemas reprodutores, rins, tonsilas cecais, traqueias, assim como,
também em suabes de cloaca e suabes de traqueia. A deteccdo do IBV nos érgaos
mencionados ja foi relatada ha varios anos (ALEXANDER; GOUGH, 1977; AMBALI,
JONES, 1990; OWEN et al., 1991; SAIF, 1993; RAJ; JONES, 1997; JACKWOOD;
DE WIT, 2013). Estes resultados confirmaram como é amplo o tropismo do IBV
pelos tecidos epiteliais do trato respiratorio, do trato digestoério, do sistema urogenital
(JACKWOOD; DE WIT, 2013; PEREIRA et al., 2016). No caso particular de suabes
de cloaca, esta € uma amostra ndo recomendado na literatura (JACKWOOD; DE
WIT, 2013), porém, representa um dos tipos de amostragem mais facil e menos
invasivo, pois ndo requer a eutanasia da ave, sendo muito recomendavel nos
programas de vigilancia e monitoramento, e 0s resultados de positividade no
presente trabalho (70,07%) demostraram que representam uma eficiente alternativa
para a amostragem. Isto se justifica pela evidencia de que o reto € um dos 6érgéos
onde os titulos do IBV podem ser maiores, mais duradores, e atuar como via de
excrecdo dos virus que pode ter infectado outros érgaos, como os rins (CAVANAGH,
2007). Este tipo de amostra foi a mais analisada no presente estudo, e representou
52,15% do total de amostras (304/572). E importante ressaltar que em diferentes
ocasifes foi necessario se analisar mais de um pool de suabes (n=5) para se
conseguir a positividade na amostra, especialmente nos casos de suabes com
pouco material fecal. Assim, esta pode ser uma amostra para diagndstico, mas pode

ser necessario se analisar mais de um pool de suabes de cinco aves. No caso de
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orgaos reprodutores, o resultado positivo num pool de ovarios numa amostra
procedente de poedeiras comerciais (ovarios foram considerados na especificagdo
de sistema reprodutor na tabela 4) destaca a importancia de controlar a doencga, pois
ja € conhecido o risco de causar esterilidade e falsas poedeiras (RAJ; JONES,
1997).

As porcentagens de presenca de Coronavirus segundo a regido de origem,
variaram entre 49,32% até 67,53% nas amostras de origem conhecida (Tabela 5).
Aspectos sanitérios, climéticos, econdmicos, entre outros, podem explicar as
diferencas de positividade entre cada regido. A presenca de Coronavirus em todo o
Brasil confirma os resultados de trabalhos anteriores (FELIPPE et al., 2010;
CHACON et al.,, 2011; PADILHA FRAGA et al., 2013; BALESTRIN et al., 2014;
CARRANZA et al., 2017). As porcentagens, segundo o tipo de criacdo, oscilaram
entre 53,85% até 66,57% (Tabela 6), fato que indica a importancia de existir
monitoramento da doenca de todos os tipos de criacdes. Os dados apresentados de
acordo com a regido geografica e tipo de criagdo mostraram que o IBV se encontra

amplamente distribuido nos sistemas brasileiros de cada regido.

A prevaléncia da estirpe brasileira do IBV (BR-I) foi de 84,83%, quando as
amostras foram testadas com a reacdo de semi-nested PCR especifica,
porcentagem semelhante ou maior em comparacdo aos trabalhos anteriormente
realizados no Brasil (VILLARREAL et al., 2010; CHACON et al., 2011; PADILHA
FRAGA et al., 2013; BALESTRIN et al., 2014; CARRANZA et al., 2017). Quando
analisadas de acordo com o tipo de 6rgdo e a partir das amostras positivas na
triagem pela reacdo para a regido 3'UTR, a estirpe brasileira foi detectada entre
61,11% (traqueias) até 100% (cornetos nasais, duodenos, pancreas e
proventriculos) das amostras processadas. Nas amostras de suabes, existiram
66,67% amostras positivas nos de traqueia e 91,55% nos de cloaca, confirmando a
importancia e validade desse tipo de amostra. Segundo a regido geografica de
origem, a prevaléncia da estirpe BR-I foi encontrada no Sul em 100%, no Sudeste
em 90,38%, no Centro-oeste em 87,88%, no Nordeste em 73,97% e no Norte em
33,33%, porém, a diferengca no nimero de amostras de cada regido influenciou
nestes resultados, além das dificuldades técnicas para garantir a qualidade das

amostras destes locais mais afastados. Comparando-se os tipos de criagcédo, foi
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observada a prevaléncia da estirpe BR-I em todos os sistemas, com porcentagens
de 76,15% até 100%. E importante ressaltar que o numero de amostras
provenientes de matrizes foi baixo, no entanto, como sdo aves de vida longa, € uma
evidéncia da permanéncia da estirpe BR-l nas granjas e a sua importancia com

respeito a disseminacédo desta estirpe.

Com o uso da reacdo de duplex semi-nested PCR para a deteccao
simultdnea das estirpes BR-l e Mass, que sdo as mais prevalentes no Brasil,
ocorreram 90,44% amostras positivas considerando as duas estirpes, porém, e
importante mencionar que a deteccdo da estirpe Massachusetts representa tanto
virus de campo como de vacinas Mass que estavam sendo usadas no campo. Nas
avaliacdes pelo tipo de 6rgdo, mais uma vez foi evidenciada a maior prevaléncia da
estirpe BR-I (83,09%) em comparagdo com a estirpe Mass (25,00%) nas amostras.
A deteccdo simultdnea também foi analisada e representou 17,65% das amostras
engquanto que 9,56% foram amostras negativas nesta reacdo. No caso das reacdes
negativas, poderia ser consequéncia da baixa carga viral na amostra. A distribuicéo
de porcentagens comparando os tipos de 6rgdos avaliados foi heterogénea, devido
as diferencas entre os numeros de amostras de cada 6rgdo. Na andlise de acordo
com a regido geografica também ocorreu heterogeneidade, em consequéncia da
diferenca de nimero de amostras, embora confirmem a prevaléncia da estirpe BR-I
no Sudeste e Nordeste. Segundo o tipo de criacdo, outra vez, a estirpe BR-I foi
prevalente variando entre 85,39% até 100% de presenca considerando
individualmente cada tipo de criacao.

O valor técnico das reacdes propostas foi evidenciado de maneira clara, pelas
porcentagens de deteccdo das estirpes de interesse levando em consideracédo o
namero total de amostras positivas para Coronavirus, com valores de 84,83% e
90,44%, respectivamente, na reacdo especifica e duplex. Os resultados de
sequenciamento de nucleotideos garantiram a alta especificidade das reacfes para

a deteccéo e diferenciacdo das duas estirpes.

A é&rvore filogenética (Figura 15) comprovou que 100% das amostras
sequenciadas pertenciam ao grupo esperado no diagnoéstico da amostra. As trés

(03) amostras de campo diagnosticadas como estirpe Mass e o controle da vacina
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Mass foram incluidos no grupo GI-1, enquanto que as 34 amostras de campo
diagnosticadas como estirpe BR-1 e o controle da vacina BR-I foram incluidos no
grupo GI-11. Na analise destes resultados, se verificou que as amostras
diagnosticadas como Mass (Figura 16) estavam localizadas muito préximas a
sequéncia relacionada a vacina mundialmente distribuida da estirpe Massachusetts
(BIJLENGA et al., 2004).

Na analise da sub-arvore do grupo GlI-11 (Figura 17), foram vistos trés (03)
subgrupos principais (A, B, C), com uma aparente associacdo com a origem
geografica. O primeiro subgrupo (A) incluia amostras de quatro (04) regibes com
maior producdo de aves no Brasil, 0 que sugere uma dispersao generalizada deste
subgrupo no pais. O segundo subgrupo (B), que incluiu o controle da vacina BR-I,
mostrou exclusivamente amostras do Sudeste brasileiro. O terceiro grupo (C) incluiu
exclusivamente amostras do Nordeste brasileiro, enquanto que a Unica amostra
sequenciada do Norte foi localizada num braco independente, porém, proximo ao
subgrupo C, que mantém também, certa relacdo a proximidade geografica real. As
amostras de referéncia mais antigas do Brasil (UFMG/297, UFMG/283, UFMG/G e
IBV/Brasil) foram localizadas também em bracos separados, o que indicaria uma
provavel reducdo na prevaléncia atual dessas variantes, influenciada também pelo
processo evolutivo do virus nas Uultimas décadas no pais sem ter sido
apropriadamente controlada. E interessante ressaltar que o subgrupo B que inclui a
vacina BR-l se encontrou localizado entre os outros dois subgrupos, com a
consequente proximidade mais ou menos uniforme a todas as variantes circulantes

da estirpe brasileira.

As andlises de similaridade de nucleotideos e aminoacidos comprovaram
mais uma vez a relacdo entre as amostras diagnosticadas como BR-I e Mass, e a
proximidade com 0s grupos nos quais eram esperadas de se localizar. Conforme o
esperado também, as outras estirpes consideradas na analise (Ql, QX, D274 e
793B) em nenhum dos casos ultrapassou o valor de 77% de similaridade com as
estirpes BR-l ou Mass. Estes achados de similaridade tem uma importancia
significativa, ndo apenas pela confirmagao da validade das reagbes propostas, mas
também que estas reacdes poderem auxiliar na otimizacdo dos programas de

vacinacao.
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J& foi demonstrado que a protecdo cruzada entre estirpes esta diretamente
relacionada a similaridade entre as estirpes virais, se esperando que aquelas
vacinas com maior similaridade na sequéncia de S1, tanto na sequéncia dos
nucleotideos como de aminoacidos tenham maiores probabilidades de protecéo
cruzada (CAVANAGH; ELUS; COOK, 1997). Esse fato revela e explica as falhas nos
programas de vacinagdo contra o IBV apenas com vacinas da estirpe Massachusetts
e seus semelhantes (B48, Ma5, M41, M52) no territorio brasileiro, frente a maior
prevaléncia de BR-l1 em comparacdo ao Mass. Infere-se também, que outras vacinas
de baixa similaridade com as variantes brasileiras teréo falha na protecao cruzada e
pior ainda, aumentardo o risco de gerar novas variantes, produto das mutacoes e
recombinacdes pela insercdo de uma vacina/estirpe “ndao natural” ao territorio
brasileiro. A vacina contra BR-l, at¢ o momento, € aquela que pela maior
similaridade e relagdo ancestral comum as demais variantes brasileiras, deveria

garantir um maior sucesso na protecao contra esta estirpe.

Contudo, é necessario avaliar e comparar as sequéncias do gene Sl
completo das amostras sequenciadas no presente estudo, assim como, sequenciar
um namero maior de amostras da regido Sul e Norte. Assim como, realizar testes de

protecdo cruzada entre as amostras brasileiras.

Os resultados deste estudo mostraram que a estirpe BR-I continua sendo
prevalente no Brasil, no entanto observou-se pequenas diferencas entre algumas
amostras. As amostras analisadas eram de granjas onde as aves ainda nédo haviam
recebido a vacina contra BR-I. Dessa forma, se a vacina contra BR-I for amplamente
usada poderd iniciar um processo de pressdo seletiva, assim estudos de
epidemiologia molecular devem ser realizados permanentemente para se detectar

alteracOes genéticas neste virus.

Como as reacdes propostas no presente estudo se constituem em
ferramentas altamente sensiveis e especificas para se detectar as duas estirpes do
IBV prevalentes no Brasil, elas podem ser Gteis para esclarecer casos clinicos de

campo, assim como, no monitoramento da doenga.



77

7. CONCLUSOES

Baseado nos resultados e discussdes, podemos concluir o seguinte:

A reacado de semi-nested PCR para a deteccao da estirpe brasileira do IBV
(BR-I) foi validada e mostrou alto desempenho, comprovado pelas analises de
sensibilidade, especificidade, filogenética e de similaridade de sequéncias de

nucleotideos.

A reacdo de duplex semi-nested PCR para a detec¢do simultanea das estirpes
brasileira (BR-I) e Massachusetts (Mass) do IBV demonstrou a sua validade e
alto desempenho, comprovado pelas analises de sensibilidade, especificidade,

filogenética e de similaridade de sequéncias de nucleotideos.

O método de diagndstico da regido 3'UTR para a deteccdo de Coronavirus
mostrou a sua utilidade nos estudos de triagem do IBV.

O IBV é altamente prevalente, persistente, e disperso em todas as regides e

sistemas de criacéo no Brasil.

No Brasil, existe um predominio da estirpe BR-I do IBV em comparacdo a

estirpe Massachusetts.

A implementacdo de andlises filogenéticas incluindo apropriadamente todas as
estirpes representativas do IBV no mundo, demonstrou um agrupamento muito

pratico e efetivo para o desenho de primers para diagnostico.

A analise das sequéncias de nucleotideos, dos produtos amplificados das
reacoes de semi-nested PCR de amostras do Brasil, mostraram 3 subgrupos

com associacao geografica.

A maior similaridade da vacina da estirpe BR-l em comparagdo a outras
estirpes e vacinas comerciais sugere uma maior probabilidade de sucesso na

protecdo na avicultura brasileira.
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APENDICES



AGPT
AIC
aLRT
ALV
ANV
BIC
BIG
BLASTNn
BR-I
BToV
°C
CAstV
CAV
cm
cDNA
ChPV
D274
DEPC
DNA
DKNV
dNTPS
DTT
EAV
EDTA
ELISA
FadV-1
FadV-2
FCoV
FFT-NS-i
fg

+G

g

APENDICE A - LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Teste de precipitacdo em agar gel
Critério de Informacéo de Akaike
Approximate likelihood-ratio test
Virus da leucose aviaria

Virus da nefrite aviaria

Critério de Informacao Bayesiano
Bronquite infecciosa das galinhas
Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool
Estirpe brasileira do IBV

Bovine torovirus

Graus Celsius

Astrovirus de galinha

Virus da anemia infecciosa das galinhas
Centimetro

DNA complementar

Parvovirus de galinha

Estirpe D274 do IBV

Dietil pirocarbonato

Acido desoxirribonucleico

Dak nong virus

Base nitrogenada (A, T, C ou G)
Ditiotreitol

Equine arteritis virus

Acido etilenodiaminotetracético
Enzyme-linked immunosorbent assay
Adenovirus do grupo 1

Adenovirus do grupo 2

Feline coronavirus

Método de refinamento iterativo e lento
Fentograma

Distribuicdo Gama

Aceleracdo da gravidade terrestre (9,8m/s?)
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GIT
GT
GTR

HI
HToV
HVR
IBDV
IBV
IFA
IPA

Kb
LAW
LT

M
Mass
MDV
MERS-CoV
MG
MHV
mL

mM
M-MLV
MS

NA
NDV
ng

nm
NNNNNN
Nsp
Oligo dT12-18
ORF
ORT

pb
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Grama

Isotiocianato de guanidina

Tiocianato de guanidina

Tempo Geral Reversivel

Inibicdo da hemaglutinacao

Human torovirus

Regido hipervariavel

Virus da doenca infecciosa da bursa
Infectious bronchitis virus

Teste de imunofluorescéncia

Teste de imunoperoxidase

Kilobase

Lawsonia intracellularis

Longitude do amplicon

Molar

Estirpe Massachusetts do BIG

Virus da doenca de Marek

Middle East respiratory syndrome coronavirus
Mycoplasma gallisepticum

Mouse hepatitis virus

Mililitro

Milimolar

Transcriptase reversa do virus da Leucemia Murina de Moloney
Mycoplasma synoviae

Numero de Avogadro (6,022 x 1022 moléculas/mol)
Virus da doenca de Newcastle

Nanograma

Nanbmetro

Iniciador randémico hexamérico

Proteina ndo estrutural

Iniciador oligonucleotidico de 12 até 18 adeninas
Open Reading Frame

Ornithobacterium rhinotracheale

Pares de bases



PBS
PCR
pH

PM
POX
PEDV
PRRSV
PToV
PVA

Q1

QX
REO
REV
RFLP
RNA
RNAse
RT

RV

S1

S2
SARS-CoV
SH-like
SPF
TE
TGEV
TRIS

U

UTR
uv

Vv

Vv

VEA
VIA
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Tampao fosfato salino

Reacao em cadeia pela polimerase

Potencial hidrogenibnico

Peso molecular

Poxvirus

Porcine epidemic diarrhea virus

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus
Porcine torovirus

Metapneumovirus aviario

guantitative

Estirpe Q1 do IBV

Estirpe QX do IBV

Reovirus

Virus da reticuloendoteliose aviaria

Polimorfismo de comprimento de fragmentos de DNA
Acido ribonucleico

Ribonuclease

Transcriptase reversa

Rotavirus

Subunidade 1 da glicoproteina da espicula do BIG
Subunidade 2 da glicoproteina da espicula do BIG
Severe acute respiratory syndrome coronavirus
Shimodaira-Hasegawa-like procedure

Specific Pathogen Free

Tampao Tris EDTA

Transmissible gastroenteritis coronavirus
Hidroximetil-aminometano

Unidade de atividade enzimética

Untraslated region

Ultravioleta

Volume

Volts

Virus da encefalomielite aviaria

Virus da influenza aviaria



VLTI
VNT
VU
WBV

YHV
10X
5X
793B
Mg
ML
UM

Virus da laringotraqueite infecciosa
Teste de neutralizagé&o viral
Variante unica do 1BV

White bream virus

Numero de copias de DNA por pL
Yellow head virus

10 vezes concentrado

5 vezes concentrado

Estirpe 793B do IBV

Micrograma

Microlitro

Micromolar
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