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RESUMO

PEREIRA, Claiton Goncalves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2015.
Caracterizacao bioldgica e molecular de estirpes vacinais e isolados de campo
de Infectious bronchitis virus. Orientador: Abelardo Silva Junior. Coorientadores:
Juliana L.R. Fietto, Marcia R.A. Lamégo, Maria A.S. Moreira e Nelson R.S. Martins.

Infectious bronchitis virus (IBV) € uma das principais causas de perdas econémicas na
industria avicola, afetando galinhas de todas as idades, apesar das tentativas de
controle por vacinacdo. Os objetivos deste estudo de trés capitulos propbs-se: 1)
analisar a composicdo genética das vacinas vivas H120 e Ma5 de IBV disponiveis
comercialmente no Brasil, 2) promover a caracterizagdo molecular de IBV acometendo
um plantel de matrizes e, 3) investigar persisténcia viral nesse lote ao final do ciclo de
producéo e verificar a ocorréncia de transmissao vertical. No capitulo 1 foi obtida a
sequéncia completa do gene S1 das vacinas produzidas por diferentes laboratérios,
sendo verificada que as vacinas H120 possuem subpopulagbes de IBV distintas,
refletindo em até 14 diferencas na sequéncia de aminoacidos entre as vacinas. Na
analise do cromatograma de S1 obtida da vacina Ma5 também foi detectado pico
secundario, sugerindo a presenca de subpopulacdo do virus. Para abordar essa
questao foi desenvolvido um sistema para identificar a populacéo de espécies de RNA
dessa vacina. Apesar de ser clonada foram identificadas pelo menos cinco
subpopulagbes do virus intra-vacina. Portanto, essa grande diversidade genética entre
as vacinas poderia justificar os diferentes resultados da vacinagédo. No capitulo 2, a
sequéncia parcial de S1 de IBV foi obtida diretamente de amostras clinicas. A vacina
Ma5, previamente utilizada nesse lote, foi detectada na traqueia e no intestino
delgado; enquanto subpopulacao de IBV variante foi identificada em 6rgao especifico
das aves. Esse achado tem grande importancia sob o ponto de vista aplicado porque
ele ilustra o potencial repertorio patogénico que a infecgdo por IBV de campo pode
imputar sobre um lote de galinhas acometidas pela doenca. Finalmente, no capitulo 3,
diferentes 6rgaos dessas galinhas em final de producéao e liquido cério-alantoide (LCA)
de embrides vivos com 18 dias de incubacéo oriundos desse lote foram utilizados para
a deteccao e identificacdo de IBV. A vacina Ma5 foi detectada no intestino delgado,
rins e oviduto das galinhas e no LCA de embrides. No entanto, nas tonsilas cecais foi
detectado IBV com significativa diferenca genética na comparacdo com a vacina Ma5
previamente utilizada e aqueles identificados nos diferentes 6rgaos das aves na época
da doenca. Esses achados sugerem que além da vacina, outras subpopulacdes de
IBV podem persistir por longos periodos no hospedeiro e, pelo menos em galinhas em
final de producéo a vacina Ma5 pode ser transmitida verticalmente.
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ABSTRACT

PEREIRA, Claiton Goncalves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August of 2015.
Biological and molecular characterization of vaccine strains and isolates field of
Infectious bronchitis virus. Advisor: Abelardo Silva Junior. Co-advisors: Juliana L.R.
Fietto, Marcia R.A. Lamégo, Maria A.S. Moreira and Nelson R.S. Martins.

Infectious bronchitis virus (IBV) is a major cause of economic losses in the poultry
industry, affecting chickens of all ages, despite attempts to control by vaccination. The
objectives of this three-chapter study were: 1) analyze the genetic makeup of the 120
and Ma5 IBV vaccines strains available commercially in Brazil, 2) promote the
molecular characterization of IBV affecting one broiler breeding flock and, 3) to
investigate IBV persistence in this flock at the end of the production cycle and to verify
the occurrence of vertical transmission. In chapter 1, the complete sequence of the S1
gene of vaccines produced by different laboratories was obtained and verified that the
vaccines of the strain H120 have different subpopulations, resulting in up to 14 amino
acid sequence substitutions among the vaccines. On the other hand, the analysis of
Ma5 strain S1 gene an additional peak was detected suggesting the presence of
subpopulation of the virus. To address this issue a system to identify the population of
RNA species of the vaccine was developed. Despite being cloned, at least five
subpopulations of genotypes were detected with in a Ma5 batch. Therefore, this great
genetic diversity among the vaccines could justify the different vaccination
reactions/results. In chapter 2, partial sequence of S1 of the IBV was obtained directly
from clinical specimens. In alignment with the Ma5, which was previously used therein,
the same was detected in the trachea and small intestine; while subpopulation of IBV
variant was identified in specific organ of birds. This finding has great importance from
the applied point of view because illustrates the potential pathogenic repertoire that
infection by field IBV can charge on the same lot of chickens affected by the disease.
Finally, in chapter 3, different organs of breeders at the end of production and allantoic
fluid of embryos with 18 days of incubation deriving this flock were used for the
detection and identification of IBV. The Ma5 vaccine was detected in small intestine,
kidneys and oviduct of the chickens, and also in the allantoic fluid embryos. However,
in the cecal tonsils, IBV was detected in significant genetic difference in comparison
with the previously used Ma5 vaccine and those detected in different organs of the
birds at the time of disease. These results suggest that in addition to vaccine, other (s)
subpopulation (s) of IBV can persist for long periods in the lost least chickens at the

end of production Ma5 vaccine can be transmitted vertically.
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1. INTRODUCAO

Os coronavirus, incluindo o Infectious bronchitis virus (IBV), existem como uma
mistura de mutantes genéticos dentro de um isolado. Isso resulta numa populacao
heterogénea de virus transcritos a partir de um Unico genoma progenitor, que é gerado
através de eventos de mutacdo e/ou recombinacdo (Jackwood et al., 2003). A
instabilidade genética do IBV tem sido evidenciada no surgimento de variantes
genéticas e antigénicas no curso de sua evolucao, e as alteragdes genéticas estao
associadas principalmente a glicoproteina S1, detentora de importantes propriedades
biolégicas, estando diretamente envolvida na adsorcao a célula hospedeira, tropismo
celular, além de possuir determinantes antigénicos sorotipo especifico que séo
responsaveis pela inducdo de anticorpos virus neutralizantes (Toro et al., 2012).

Pesquisas recentes tém demonstrado que as vacinas vivas contra o IBV
pertencentes ao sorotipo Arkansas oriundas da mesma estirpe semente, mas
produzidas por companhias diferentes, sdo constituidas por subpopulacdes distintas,
sendo também verificado que subpopulacdes diferindo daquelas contidas nas vacinas
originais emergiram durante uma simples passagem em galinhas (Gallardo et al.,
2010; Mckinley et al., 2008; van Santen e Toro, 2008). No entanto, pouco foi
investigado sobre a composicdo genética das vacinas de IBV do sorotipo
Massachusetts, Unico permitido pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para uso em vacinas vivas no Brasil. Para esta proposta de
estudo, primeiramente, foi obtida a sequéncia completa do gene da glicoproteina S1
do IBV diretamente das vacinas H120 e Ma5 disponiveis comercialmente no pais, e a
dindmica molecular e biologica da vacina Ma5 foi investigada utilizando como modelo
in vivo ovos embrionados de galinha SPF.

A dificuldade do controle da bronquite infecciosa das galinhas (BIG) assenta na
multiplicidade de variantes de IBV que surgem ou sao introduzidos em planteis
avicolas de forma imprevisivel. Apesar do uso rotineiro e difundido de vacinas contra o
IBV e, em decorréncia da continua emergéncia de novos genotipos, patotipos e
sorotipos, a BIG ainda nao foi controlada satisfatoriamente e destaca-se como um dos
mais importantes problemas sanitarios, em virtude de acarretar acentuada redugédo na
capacidade produtiva das aves com consequentes perdas econdmicas para a industria
avicola. No Brasil, alguns trabalhos publicados isoladamente tém demonstrado a
magnitude das variagdes genéticas do IBV acometendo nossos plantéis avicolas, e
essa investigacao é imprescindivel, visto que pode haver baixa ou nenhuma protecao
cruzada entre as estirpes vacinais com os isolados de campo (Fraga et al., 2013;
Chacén et al., 2011; Villarreal et al., 2010). Portanto, diferentes amostras clinicas de

pintinhos de matrizes pesadas, previamente vacinados aos dois dias de vida e
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apresentando sinais clinicos compativeis com a BIG na fase inicial da vida, foram
utilizadas como fonte de RNA gen6émico de IBV para a identificagdo molecular.

O estabelecimento de estado de portador pela infeccao por IBV e a potencial
capacidade do virus persistente sofrer mutacdo e/ou recombinacdo em galinhas tém
consequéncias importantes para o controle da BIG. Muitos trabalhos tém especulado
esses fendbmenos a nivel de campo, enquanto outros verificaram a persisténcia e
eliminacdo da vacina contra o IBV a longo prazo em galinhas infectadas
experimentalmente (Ndegwa et al., 2014, Toro et al., 2012; Naqgi et al., 2003), bem
como existem fortes evidéncias sugerindo recombinagdo natural entre estirpe vacinal
com amostra de campo (Liu et al., 2013; Wang et al., 1993). Embora nao seja possivel
determinar persisténcia de IBV em nivel de campo, em funcdo das inimeras fontes
possiveis de introducao do virus, parece razoavel investigar essa possibilidade para se
obter informagdes adicionais da relacdo virus/hospedeiro e a tendéncia evolutiva
desse virus. A possibilidade da transmissao vertical do IBV também foi investigada.
Para essa pesquisa, a investigacao foi realizada no mesmo lote de matrizes pesadas,
que foi previamente vacinado e acometido pela BIG na fase inicial da vida. Para tanto,
diferentes 6rgaos dessas galinhas quando atingiram o final do ciclo de producgao, bem
como o liquido corio-alantoide (LCA) de embrides oriundos desse lote de galinhas
foram utilizados como fonte de RNA gendmico de IBV para a identificagdo molecular.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Infectious bronchitis virus

Infectious bronchitis virus (IBV), um membro do género Coronavirus, pertence a
familia Coronaviridae e da ordem Nidovirales. Os coronavirus sao divididos em quatro
subfamilias principais: Alplacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e
Deltacoronavirus, baseados na organizacdo dos seus genomas e em suas
caracteristicas genotipicas e fenotipicas. Os coronavirus aviarios, incluindo o IBV,
pertencem a subfamilia Gammacoronavirus (ICTV, 2015).

Os coronavirus possuem um dos maiores genomas entre os virus de RNA,
sendo que o IBV possui um genoma de cerca de 27,6 Kb, constituido por uma
molécula de RNA de fita simples ndo segmentada. O RNA gendmico é senso positivo,
possuindo nas suas extremidades opostas uma metil-guanina (5° CAP) e na 3’ uma
cauda poli A. Essa organizacdo do RNA genbmico viral permite funcionar como um
RNA mensageiro e, portanto, quando purificado € infeccioso (Ammayappan et al.,
2008; Mardani et al., 2008).

O genoma é organizado em seis regides principais, cada uma delas contendo
uma ou mais janelas abertas de leitura (ORF- open reading frames), as quais sao
separadas por sequéncias intergénicas que possuem sinais para a transcricao de RNA
mensageiros subgendémicos especificos. A partir da extremidade 5 (Figura 1),
ocupando aproximadamente 2/3 do genoma viral, existem duas ORFs sobrepostas
(ORF1a e ORF1b). Essas ORFs sao traduzidas pela polimerase do hospedeiro em
uma poliproteina, que é precursora de proteinas do complexo transcricdo-replicacao,
incluindo a RNA polimerase dependente de RNA viral. O terco restante do genoma
codifica para as proteinas de espicula (S- spike), 3a e 3b, envelope (E), membrana
(M), 5a e 5b e, finalmente, a nucleoproteina (N) (Mo et al., 2012).

ORF1ab

5 H Pk

Figura 1- Representacao esquematica do genoma do IBV.

2.2. Glicoproteina S1

O gene que codifica para a proteina S consiste de aproximadamente 3400 a
3500 nucleotideos e codifica uma proteina de 1145 a 1157 residuos de aminoacidos.
Essa proteina é clivada apo6s traducdo em duas subunidades: 1) na por¢cdo amino-
terminal em S1, com cerca de 520 a 532 residuos de aminoacidos e, 2) na porgao



carboxi-terminal em S2, com aproximadamente 625 residuos de aminoacidos
(Cavanagh, 1984). A proteina S pode ser dimérica ou trimérica e é ancorada através
da porcao carboxi-terminal da subunidade S2 no envelope viral através de um
pequeno segmento transmembrana hidrofébico, formando o suporte da espicula,
enquanto a subunidade S1 é globular e forma a parte do bulbo presente no
ectodominio dessa proteina (Cavanagh, 2007; Kant et al., 1992). Outra caracteristica
comum da proteina S é o elevado grau de glicosilacdo (Cavanagh, 1995).

A glicoproteina S atua, através da subunidade S1, na adsorgao do IBV com os
receptores presentes na membrana das células alvo e, em seguida, através da
subunidade S2 desencadeia o processo de fusdo do envelope viral com a membrana
da célula do hospedeiro (Koch ef al., 1990a e b; Cavanagh e Davis, 1986; Mockett et
al., 1984; Cavanagh 1984, 1983, 1981). Por essa razdo, a subunidade S1 esta
envolvida na infectividade viral sendo, portanto, alvo primario para resposta imune
protetora através de anticorpos neutralizantes e desempenha um papel fundamental
na determinacdo das espécies e tropismo celular dos coronavirus, incluindo o IBV
(Fang et al., 2005; Li et al., 2005; Phillips et al., 2002).

Além disso, a subunidade S1 é constituida por determinadas sequéncias de
aminoacidos que conferem a especificidade de sorotipo do virus e apresenta epitopos
para a interagdo com linfocitos T citotoxicos (Luo e Weiss, 1998, Koch et al., 1990a).
Tais sequéncias sdo denominadas de regides hipervariaveis (HVR), devido a
frequente variagdo genética verificada nessas regides, caracterizadas por mutacoes,
insercoes e/ou delecdes e, portanto, podem ser constituidas por nimero diferente de
nucleotideos entre os distintos isolados/estirpes do virus. No entanto, foram mapeadas
3 dessas regides, que no caso da estirpe Beaudette do sorotipo Massachusetts, a
regiao HVR 1 é delimitada pelos residuos de aminoacidos 56-69, a regido HVR 2
compreende os aminoacidos 117-131, enquanto regidao HVR 3 se estende do residuo
de aminoacidos 250 ao 386 (Kant et al, 1992; Cavanagh, 1983). Apesar da grande
variabilidade genética exibida pela S1 entre estirpes/isolados do IBV, algumas regides
com sequéncia conservada foram identificadas dentro desse gene, permitindo
inclusive desenhar oligonucleotideos universais capazes de amplificar diferentes
sorotipos do virus (Keeler et al. 1998, Adzhar et al., 1996).

2.3. Aspectos patogénicos

O IBV é o agente causador da bronquite infecciosa das galinhas (BIG), sendo a
galinha doméstica considerada a Unica espécie hospedeira natural do virus, reportada
ser naturalmente afetada, embora poucos experimentos com outras espécies de aves
foram realizados (Cavanagh e Gelb, 2008).
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Apesar da estreita associacao do IBV com galinhas (Gallus gallus domesticus),
coronavirus aviarios tém sido detectados em varias espécies de aves. Enquanto
alguns desses virus mostram alta identidade na sequéncia de nucleotideos em S1
com isolados de IBV ou estirpes vacinais (Sun et al., 2007; Liu et al., 2005), outros
mais divergentes podem representar espécies de virus diferentes (Cavanagh, 2005).
Por exemplo, conoravirus de peru (TCoV) é mais divergente no seu gene S1, e causa
em contraste a doenca respiratéria observada pelo IBV, doenga gastrintestinal em
perus (Meleagris gallopavo) (Maurel et al., 2011; Cavanagh, 2001; Guy, 2000).
Cororavirus de codorna, que tém uma alta identidade na sequéncia de S1 com TCoV,
causa enterite com subsequente diarreia e crescimento reduzido em codorna jovem
(Coturmix coturmix) (Torres et al., 2013). Em galinha de angola (Numida meleagris), a
infeccao por coronavirus resulta em enterite e pancreatite aguda (Liais ef al., 2014).
Outros coronavirus similares geneticamente ao IBV causa doencga respiratéria e renal
em faisdes (Phasianus colchicus) (Britton e Cavanagh, 2007; Cavanagh, 2005), e
doenca respiratéria e pancreatite em pombos (Columba livia; Qian et al., 2006). Em
aves selvagens, Gammacoronavirus foram detectados, mas sem sinais clinicos nos
respectivos hospedeiros (Chu et al, 2011; Hughes et al.; 2009; Muradrasoli et al.,
2009; Woo et al., 2009; Cavanagh, 2005; Jonassen et al., 2005; Liu ef al., 2005).

A infeccao de galinhas por IBV é conhecida por ser iniciada pela replicagao do
virus no trato respiratério superior, que & usualmente restrita as células ciliadas e
secretoras de muco, independentemente do tropismo da estirpe, e apdés uma curta
viremia, o virus invade outros 6rgdos do hospedeiro (Raj e Jones, 1997; Toro ef al.,
1996). Em geral, a maioria dos IBV mostra viruléncia relativamente moderada (em
comparagao com outros virus aviarios, por exemplo, virus da doenca de Newcastle
velogénico ou o virus influenza aviaria de alta patogenicidade), o que resulta em baixa
letalidade e sinais clinicos transitorios para a populacdo hospedeira. No entanto,
galinhas jovens infectadas por IBV, especialmente na presenca de patégenos
respiratorios, podem interagir sinergicamente aumentando a severidade e duracao da
doenca (Matthijs et al., 2009).

Apesar de a monenclatura fazer uma alusdao que se trata de um patégeno
apenas do trato respiratério, o IBV além de replicar em tecidos e 6rgaos desse sistema
e causar lesbes proeminentes; os quais funcionam também como porta de entrada
para esse agente, a variabilidade genética evidenciada nos IBV pode ter favorecido
diferencas no tropismo e patogenicidade para muitos outros tipos de células epiteliais.
A par disso, foram descritas estirpes que apresentam tropismo e patogenicidade para
as células que estao presentes na constituicdo dos rins (Feng et al., 2012; Meir, 2004),
do oviduto e dos testiculos (Mork et al.,, 2014; Cavanagh e Gelb, 2008), do trato
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gastro-intestinal (Cavanagh, 2005) e associadas a lesdo de musculatura peitoral
profunda (Almeida ef al., 2012; Hong et al., 2012). Portanto, a importancia da BIG
reside nas perdas econbmicas, visto que a infeccao frequentemente causa em frangos
de corte doenca respiratéria, diminuicdo da eficiéncia alimentar e do ganho de peso,
aumento da mortalidade e da condenacdo de carcacas ao abate (Cavanagh e Gelb,
2008), aléem de aumentar a susceptibilidade das aves a infeccbes bacterianas
oportunistas (Matthijs et al., 2003), aumentando assim o custo de producado pelo uso
de medicamentos. Em matrizes e poedeiras a infecgdo tem sido associada com
diminuicdo da producdo e qualidade interna e externa dos ovos e reducdo da
eclodibilidade (Raj e Jones, 1997).

A proteina S foi originalmente considerada a Unica determinante de
patogenicidade. Enquanto isto permanece verdadeiro para alguns coronavirus, ndo € o
caso com IBV. A substituicdo do gene S da estirpe Beaudette apatogénica com o gene
correspondente da estirpe M41 patogénica, alterou o tropismo do virus quimérico
resultante, mas nao resultou na alteracao da viruléncia. Esta implicito que, embora o
gene S do IBV pode desempenhar um papel na viruléncia, relacionado com o
tropismo, a expressao do gene S de uma estirpe virulenta por si sé nao foi suficiente
para alterar o fen6tipo avirulento associada com a estirpe Beaudette (Hodgson et al.,
2004).

Existem evidéncias de que a viruléncia de IBV é influenciada pelas proteinas
nao estruturais (NSP) codificadas dentro da regido do genoma NSP 2-16 (Phillips et
al., 2011; Ammayappan et al., 2009; Armesto et al., 2009). Especificamente, quando
as proteinas estruturais do IBV da estirpe M41 patogénica foram combinados com o
gene gue codifica para NSP 2-16 da estirpe Beaudette apatogénica, o virus resultante
foi apatogénico, indicando que o fenétipo atenuado da estirpe Beaudette reside nos
genes codificando para as NSP (Armesto et al., 2009). Além disso, a comparacao das
sequéncias do genoma completo de IBV virulento e atenuado mostrou alteragbes na
regiao NSP do genoma, particularmente em NSP 3, sugerindo que esse gene é
importante para a patogenicidade (Phillips et al., 2011; Ammayappan et al., 2009). Em
outro estudo, as sequéncias do gene da replicase dos IBV recuperados de galinhas
infectadas foram idénticos aos do virus da vacina, independentemente do sorotipo,
sugerindo que, ou houve uma troca de material genético entre a vacina e isolados de
campo ou que existe uma evolugdo convergente para um genétipo especifico da
replicase. Entretanto, ndo houve correlacao entre o genétipo de qualquer regido desse
gene e patotipo, sugerindo que a replicase ndao é o Unico determinante de
patogenicidade em IBV (Mondal e Cardona, 2004).



2.4. Imunoprofilaxia

Bijlenga diagnosticou a BIG pela primeira vez na Holanda em 1956, e o virus
isolado foi utilizado para preparar uma vacina, nomeada estirpe H52, onde a letra H
vem do nome (Huyben) do proprietario da fazenda de frangos de corte na provincia de
Brabant, na parte sul da Holanda, a partir do qual o virus foi isolado. Ao passo que o
namero 52 refere-se ao nimero de passagens seriadas do virus em ovos embrionados
de galinha a fim de promover sua atenuacdo. Nessa mesma época foi verificado que a
estirpe vacinal H52 era muito virulenta para pintos. Portanto, passagens adicionais em
ovos embrionados foram necessarias para reduzir a patogenicidade do virus para ser
utilizado como vacina em galinhas jovens. Decidiu-se entao obter a passagem ao nivel
120, o que provou reduzir a sua viruléncia, que é atuamente conhecida como a vacina
H120 (Bijlenga et al., 2004).

A utilizagdo de vacinas vivas para o controle de doencas virais é bem
conhecido por ser eficaz. No entanto, ha questdes relativas a capacidade de algumas
vacinas virais reverter a viruléncia (Nix et al., 2000; Hopkins e Yoder, 1986). Dentro
dessa perspectiva, no inicio dos anos 90 foi introduzida no comércio brasileiro uma
vacina do sorotipo Massachusetts, amostra Ma5, obtida apds a purificacao e clonagem
biolégica em cultura de células de embrides de galinhas livres de patégenos
especificos (SPF- do inglés Specific Pathogen Free). Embora as vacinas atuais tém
reduzido a taxa de prevaléncia da BIG, novos casos de doencgas associadas ao IBV
em lotes de galinhas previamente vacinados continuam a ser relatados.

As medidas que tém sido mais amplamente adotadas para o controle da BIG
fundamentam-se em medidas de biosseguridade combinadas com programas
imunoprofilaticos elaborados em conformidade com as condigbes especificas de cada
regido ou pais. No Brasil, a vacinagdo contra o IBV tem sido feita desde o inicio da
década de 80, sendo que as estirpes que tém o seu uso permitido pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Portaria Ministerial n® 24/80, de 17 de janeiro
de 1980 — Aprova as normas para o controle e 0 emprego de vacinas na composicao
de vacinas contra a bronquite infecciosa das aves) para entrarem na composicao de
vacinas, sado as estirpes B48, H120, H90 e H52, as quais sdo atenuadas por
passagens seriadas em ovos embrionados de galinha SPF, ou, alternativamente, a
estirpe naturalmente apatogénica e clonada Mab, todas pertencentes ao sorotipo
Massachusetts. No entanto, as estirpes H90 e H52 foram retiradas do mercado pelo
maior residuo de patogenicidade devido ao baixo nimero de passagens em ovos
embrionados.

A prevencao da BIG em matrizes e poedeiras comerciais é frequentemente

realizada pela primovacinagdo com vacina viva seguida por uma ou mais doses de
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reforco com vacina inativa antes das aves entrarem em postura. Enquanto em frangos

de corte, somente a vacina viva é utilizada em alguns planteis.

2.5. Mecanismos de evolucao

Uma caracteristica inerente de virus RNA é a sua capacidade de se adaptar
rapidamente ao hospedeiro através de alteragbes genéticas durante a replicacao.
Assim, os coronavirus, incluindo o IBV, tém mostrado existirem como uma mistura de
mutantes genéticos dentro de um isolado (Jackwood et al., 2012). Isso resulta numa
populacdo heterogénea de virus transcritos a partir de um Unico genoma progenitor,
que é gerado através de eventos de mutacdo, a qual decorre principalmente da
capacidade limitada de correcdo da RNA polimerase dependende de RNA viral que
replica o genoma do virus, além do genoma dos coronavirus serem 0s maiores entre
os virus de RNA conhecidos (Woo et. al., 2009), dando-lhes plasticidade adicional.

Outro mecanismo responsavel pela geragao de variantes é a recombinacao de
RNA por escolha de cépia (Lai, 1992; Keck et al,, 1988). A evidéncia experimental
para esse fenbmeno sugere que a recombinacdo de virus de RNA ocorre com mais
frequéncia durante a sintese da cadeia negativa (Cascone et al. 1993; Li e Ball, 1993;
Jarvis e Kirkegaard, 1992). De acordo com esse modelo, virus variantes podem ser
gerados quando um RNA nascente dissocia-se do molde de cadeia positiva e
reassocia-se a sitios alternativos. A religacdo do RNA nascente pode ocorrer em
regides de homologia no sitio de dissociacdo (recombinacdo homéloga), em regides
alternativas de homologia (recombinacao aberrante-homéloga) ou em sitios nao
homoélogos distintos (recombinacao ndo homéloga).

O fato de a evolugédo do IBV ser um fenémeno relativamente frequente se
traduz no aparecimento de alteragbes genéticas marcantes nos genes codificadores
das proteinas estruturais N e S e, em menor escala, nas proteinas nao estruturais ou
até mesmo em regides nao traduzidas (Abreu et al., 2006; Phillips et al., 2012; Mardani
et al., 2006). A evolucdo do IBV foi seguida durante a atenuacdo através de 101
passagens seriadas em ovos embrionados de galinha, e a comparacdo das
sequéncias do genoma dos IBV da estirpe ArkDPI virulenta e atenuada revelou
substituicdo em 21 nucleotideos, resultando em 17 alteracées de aminoacidos, com a
maioria das substituicées localizada nos genes da replicase 1a e da glicoproteina S
(Ammayappan et al., 2009).

A estratégia utilizada pelo IBV para uma adaptagdao bem sucedida no ambiente
do hospedeiro foi revelada pela primeira vez em 1956, quando foi demonstrado
diferengcas antigénicas entre virus isolados nos Estados de Massachusetts e
Connecticut. Desde entdo, varios estudos epidemiolégicos convencionais e
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moleculares confirmaram a capacidade do IBV evoluir rapidamente e burlar com
sucesso 0s programas de vacinacao implementados desde o inicio de 1950 (Toro et
al., 2012). Para ilustrar a consequéncia da grande variabilidade genética que ocorre
entre 1BV, associada principalmente a glicoproteina S1, é a descricdo de dezenas de
sorotipos do virus em diversas partes do mundo, inclusive no Brasil (Fraga et al., 2013;
Cavanagh e Gelb, 2008; Di Fabio et al., 2000; Gelb et al., 1991). A proposito disso,
tem sido demonstrado que o uso de vacinas contra o IBV pode apresentar baixa
protecao cruzada com isolados de campo (Cavanagh e Gelb, 2008), bem como nao
tem impedido o aparecimento frequente de novos sorotipos e de estirpes variantes
(Fraga et al., 2013; Gelb et al., 1991).

A primeira avaliagdo do grau de variagao exibido dentro do gene da proteina S
do IBV do sorotipo Massachusetts, foi com oito isolados coletados durante um periodo
de trés décadas (Cavanagh et al., 1988), sendo a diferenga maxima entre eles de 4%
de nucleotideos e de 6% de aminoacidos na glicoproteina S1. No entanto, foi
demonstrado que o uso de vacina atenuada pode resultar em taxas mais rapidas de
evolucao do IBV. Na auséncia de uma vacina especifica e, presumivelmente, pouca ou
nenhuma pressao imune, a taxa de mutagao para a regiao hipervariavel no gene St
do IBV estirpe 793/B foi reportada ser de 3x10-® substituicdo/local/ano (Cavanagh et
al.,, 1998), enquanto a taxa de mutacdo do virus GA98, que surgiu em face da
vacinacdo com um tipo estreitamente relacionado (DE072), foi reportada ser de
1,5x102 substituicdo/local/ano na regido hipervariavel de S1 (Lee et al., 2001). A
avaliagdo do genoma completo de 11 isolados do IBV dos sorotipos Massachusetts
(Mass) e Connecticut (Conn) ao longo de um periodo de 41 e de 25 anos,
respectivamente, indicaram que a taxa de mutagdo variou de 10* a 10°
substituicao/local/ano para os tipos de Mass e Conn, onde vacinas contra estes tipos
sao rotineiramente usadas para controlar a doenca (McKinley et al., 2011), mas, na
auséncia de imunidade induzida por vacina, os IBV evoluem em uma taxa muito menor
(0,3%) (Lee e Jackwood, 2001).

Um esforco para entender melhor o papel da selegcdo imune sobre o IBV,
galinhas experimentalmente vacinadas com vacina derivada da estirpe ArkDPI foram
desafiadas com a estirpe virulenta. Em galinhas ndo vacinadas e desafiadas, a
sequéncia de S1 da populacdo de virus detectada ndo diferiu da populacdo
predominante do virus desafio. Em contraste, em algumas aves vacinadas a
populagdo de virus detectada exibiu varias alteragbes nado sinGnimas, ou seja,
alteracdes genéticas que alteraram o aminoacido codificado em S1 em comparacao
com a estirpe desafio (Toro et al., 2012). Como hipétese discutida por Grenfell et al.
(2004), uma pressao imunolégica moderada fornecida por niveis intermediarios de
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imunidade resulta numa maior taxa de emergéncia de virus variantes antigénicos, ao
passo que uma imunidade soélida severamente limita a replicacdo do virus e, por
conseguinte, a geracdo de variantes antigénicas para a selegdo. Os resultados
supracitados fornecem mais evidéncias cientificas para essa suposi¢cdo. A maioria das
galinhas do grupo vacinado, exibindo uma resposta imune mais forte, foi capaz de
impedir com sucesso a replicacdo do virus desafio, e apenas a populacao de virus da
estirpe desafio foi detectada em algumas aves positivas para o IBV. Em contraste, no
grupo mostrando resposta imune especifica sub-6ptima, o IBV foi detectado na maioria
das galinhas, e populagtes diferentes da populacdo predominante da estirpe desafio
foram selecionadas e tornaram-se predominante. Coletivamente, esses resultados
indicam que a imunidade especifica € uma forca relevante na conducdo da evolugéao
do IBV (Toro et al., 2012).

A taxa evolutiva do IBV pode ser tao rapida que populagdes virais diferindo
geneticamente da populacdo predominante da vacina emergiram apés uma Unica
passagem em galinhas, proporcionando um notavel modelo para entender os
mecanismos que conduzem a evolugao do IBV (McKinley et al., 2008). No entanto, os
mecanismos que regulam a evolucao do IBV incluem ndo somente a geracdo de
diversidade genética, caracterizada por mutacdo e recombinagdo, mas também pelo
processo de selecdo (McKinley et al., 2008; van Santen e Toro, 2008). A relevancia do
processo de selecao foi melhor entendida mais recentemente através da identificagéo
de diferencas genéticas e fenotipicas entre as populacées de IBV antes e durante a
replicacdo no hospedeiro natural (van Santen e Toro, 2008). Evidéncias sugerem que
as varias pressoes seletivas relacionadas ao hospedeiro, incluindo as respostas
imunes ou a falta dela e afinidade para os receptores celulares, bem como as
condicdes fisicas e bioquimicas sao responsaveis pelo processo de selecéo (Toro et
al., 2012).

A imunodepressao em aves comerciais € comum devido a inUmeros fatores
ambientais, incluindo virus endémicos que possuem tropismo para as células B e T,
por exemplo, o virus da anemia infecciosa das galinhas, o virus da doenga infecciosa
bursal, e virus da doenca de Marek (Hoerr, 2010). Infeccao por IBV concomitante com
deplecao linfocitaria da bolsa cloacal e timo € comum em galinhas comerciais (Toro et
al., 2006). A evolugao de varios virus RNA foi observada na auséncia de uma resposta
imune eficaz, indicando que a selecdo imune do hospedeiro ndo é a Unica forca
conduzindo a evolugao viral (Gavrilin et al., 2000; McMinn et al., 1999; Pessoa et al.,
1999).

Evidéncias epidemioldgicas indicam que um aumento no isolamento de IBV do
sorotipo Arkansas nos EUA esta associado com lotes de galinhas imunodeficientes.
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Quando galinhas foram experimentalmente infectadas por virus da anemia infecciosa
das galinhas e virus da doenca de Gumboro, que sdo virus imunodepressores,

mostraram persisténcia prolongada do IBV (Toro et al., 2006).

2.6. Persisténcia viral e transmissao vertical

A verdadeira laténcia, tal como observada em infeccbes por herpesvirus com
integracdo gendmica, acredita-se nao ocorrer em infeccdes por IBV (lgnjatovic e
Sapats, 2000). No entanto, em algumas circunstancias o IBV é acreditado persistir por
um periodo de tempo consideravel em alguns sitios especificos de galinhas
infectadas, tal como os rins e trato digestivo, particularmente nas tonsilas cecais (El-
Houadfi et al, 1986; Chong e Apostolov, 1982; Alexander e Gough, 1977). A
persisténcia e excrecido prolongada de IBV nas fezes por um pequeno nimero de
galinhas entre 49 e 227 dias apds a infeccao foi demonstrada (Alexander e Gough,
1977; Cook, 1968). A re-excrecdo € suspeita de ser desencadeada por fatores
ambientais adversos ou condicdes fisiol6gicas alteradas. Quando pintos foram
experimentalmente infectados com 1 dia de vida com a estirpe G enterotropica, o virus
foi isolado de suabes de traqueia e cloaca no inicio da postura, e as aves continuaram
a excretar o virus por um periodo de até 28 semanas (Jones e Ambali, 1987).

A persisténcia de aves infectadas é considerada como a fonte mais provavel de
re-infeccdo em poedeiras que ocorre em intervalos regulares (Cook, 1968), no entanto,
a persisténcia pode ser caracteristica de somente algumas estirpes do IBV (Alexander
e Gough, 1977).

Um estudo monitorou a excrecdo e a persisténcia de IBV em tecidos de
galinhas, com e sem anticorpos contra o virus, que foram experimentalmente
infectadas com uma estirpe vacinal e mantidas em estrito isolamento individualizado
que impedia a re-infeccdo a partir de fontes exdgenas. Em galinhas livres de
anticorpos contra o IBV a eliminagdo intermitente do virus foi verificada até 63 dias
pos-infeccdo (Pl), e o virus foi recuperado de todos os seis 6rgdos analisados da
maioria das galinhas entre 27 e 163 dias Pl. Por outro lado, todas as galinhas
expostas ao IBV na presenga de anticorpos maternais eliminaram o virus até 77 dias
Pl, no entanto, somente pulmdes e rins de uma galinha foram positivos para o IBV aos
175 dias PI (Nagi et al., 2003).

Em contrapartida, o papel da transmissao vertical na epidemiologia do IBV nao
esta claramente estabelecido e, provavelmente, se deve a escassez de estudos nessa
area. No entanto, em galinhas infectadas experimentalmente o virus foi recuperado a
partir de ovos postos entre uma e 6 semanas apos a infeccdo, bem como o virus foi

isolado a partir de uma pequena quantidade de pintos de um dia dessas galinhas
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(Cook, 1971). A transmissao vertical do IBV em galinhas foi suspeitada em um caso de
campo (McFerran et al.,, 1971) e coronavirus aviario em avestruz (Villareal et al.,
2008).

O IBV também foi recuperado a partir do sémen de galos por até duas
semanas apdés a inoculacdo experimental (Gallardo et al., 2011), indicando a
possibilidade de que o oviduto de uma galinha susceptivel, e também um ovo no

oviduto, podem ser infectados com o sémen.

2.7. Epidemiologia molecular do Infectious bronchitis virus no Brasil

Desde a descri¢cao do primeiro isolamento do IBV no Brasil por Hipélito (1957),
verifica-se que esse virus tem sido continuadamente isolado de casos suspeitos de
BIG em varias regidbes do pais, e tem sido associado com diversos tipos de
manifestacdes patolégicas (Di Fabio et al., 2000; lto, 2006; Villarreal, 2007b).

A alta frequéncia de mutagbes genéticas e eventos de recombinacéo
contribuem para o surgimento de novas estirpes e sorotipos do virus. Algumas estirpes
do IBV permanecem confinadas em uma regiao, enquanto outras tém uma distribuicao
mundial (de Witt ef al., 2011). Por exemplo, as estirpes dos sorotipos Mass, 4/91 e,
mais recentemente QX, parecem ter difundido para diferentes regiées do mundo.

No Brasil, estirpes do sorotipo Massachusetts (Mass) tém sido detectadas em
planteis avicolas comerciais desde 1957, e provavelmente, o uso intensivo de vacinas
vivas com as estirpes Mass (o Unico sorotipo vacinal permitido no Brasil), seja
responsavel pela disseminagdo deste sorotipo especifico para todas as regides
produtoras de galinhas no pais. E possivel que os isolados agrupados no genétipo
Mass sejam de origem vacinal; no entanto, os estudos nem sempre informam se esses
lotes especificos foram previamente vacinados, embora o uso de vacinas vivas
atenuadas é um procedimento frequente na avicultura comercial e as estirpes do
sorotipo Mass H120 e Ma5 sao de fato amplamente utilizadas como vacinas no Brasil.

Em contrapartida, estudos anteriores mostraram a ocorréncia rara de estirpes
do IBV dos sorotipos Connecticut e 4/91 na regido sudeste do Brasil (Felippe et al.,
2010; Villarreal et al., 2010). Uma explicacdo para esse achado pode ser a utilizacao
de vacinas vivas importadas com essas estirpes, como proposto anteriormente
(Felippe et al., 2010).

Apesar da ampla utilizagdo de vacinas vivas com estirpes Mass, estudos
epidemiolégicos descrevem a predominancia de um grupo especifico de variantes do
IBV no Brasil. Esses IBV variantes sao significativamente diferentes das estirpes
Mass, apresentando baixa identidade de nucleotideos e similaridade de aminoacidos.
Estudos epidemiolégicos demonstraram que a maioria das estirpes de IBV de lotes
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comerciais com sinais clinicos da BIG em diferentes estados do Brasil, em um periodo
de 7 anos (2003 a 2009), sao variantes com uma alta similaridade genética no gene da
glicoproteina S1, sugerindo a prevaléncia de um sorotipo Unico, denominado Brazil
(Villarreal et al., 2010) ou BR-1 (Chacon et al., 2011).

Um estudo mais recente confirma a alta prevaléncia de um genétipo do IBV
(BR-1) em granjas avicolas comerciais no Brasil nos ultimos anos (2010 e 2011), no
entanto foi também identificado um novo grupo variante do virus (BR-Il) na regiao
centro-oeste do Brasil. Além disso, foi demonstrado que todos os variantes brasileiros
do IBV (gendtipos BR-1 e BR-Il) apresentaram inser¢cdes de nucleotideos e de
aminoacidos especificos na sequéncia do gene S1, em comparacao com as estirpes
de vacina do sorotipo Mass, que foram associadas com a ocorréncia de doenca clinica
em lotes de galinhas vacinadas (Fraga ef al., 2013).

Foi demonstrado que existe uma forte correlagdo entre a sequéncia S,
principalmente na regido hipervariavel 1 e 2, e o indice de protecéo obtido em testes
de virus neutralizagdo (Ladman et al., 2006). Como os IBV variantes brasileiros tém
mais de 25% de divergéncia com as estirpes de vacinas Mass na sequéncia de
aminoacidos em S1, consequentemente, possuem uma baixa relagdo antigénica por
neutralizacdo do virus (Chacén et al., 2011).

Ainda, deve-se ter em mente que um nUmero consideravel de estirpes
brasileiras do IBV pode ser classificado em um Unico grupo consistente com amostras
autéctones, o qual difere de todos os demais grupos ja descritos em estudos
filogenéticos anteriormente realizados e que relinem estirpes conhecidas desse virus e
oriundas das mais diversas partes do mundo. Os estudos epidemiolégicos mais
recentes monstram uma maior diversidade de IBV do que estudos prévios,
demonstrando que os gendétipos variantes brasileiros ndo sao tdo estaveis ao longo do
tempo como anteriormente descrito (Chacon et al., 2011).
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Objetivo geral:

Promover a caracterizagdo molecular e biolégica de estirpes vacinais e

amostras de campo de Infectious bronchitis virus.

Objetivos especificos:

Obter a sequéncia completa do gene S1 diretamente das vacinas H120
e Ma5 comercializadas no pais e analisar a composicdo genética
dessas vacinas.

Estudar a estabilidade genética das vacinas H120 ap6s uma Unica
passagem adicional em ovos embrionados de galinhas SPF,
comparando a sequéncia de S1 da vacina original com aquela obtida
apos o re-isolamento.

Investigar a dindmica biol6gica/molecular da vacina Ma5 pela
inoculagdo da vacina em ovos embrionados de galinhas SPF e
comparar a sequéncia de S1 da vacina original com aquela obtida de
diferentes érgaos dos embrides.

Obter a sequéncia parcial de S1 do IBV diretamente de diferentes
amostras clinicas de galinhas naturalmente acometidas pela doenca.
Avaliar a estabilidade genética de IBV de campo isolado de amostra
clinica de rins em ovos embrionados de galinhas SPF com aquele
identificado diretamente de amostra clinica.

Efetuar a identificagcao de IBV em diferentes 6rgaos de galinhas em final
do ciclo de producéo, que foram previamente vacinadas com a vacina
Ma5 e acometidas pela BIG na fase inicial da vida.

Investigar a possibilidade de transmissao vertical de IBV pelo liquido
corio-alantoide de embrides vivos com 18 dias de incubacao oriundos
do lote de matrizes estudado.
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CAPITULO | - VACINAS COMERCIAIS DAS ESTIRPES H120 e Ma5 DE Infectious
bronchitis virus APRESENTAM AMPLA DIVERSIDADE GENETICA:
IMPLICACOES NA RESPOSTA IMUNE

RESUMO

A variagao genotipica e fenotipica entre 4 vacinas da estirpe H120 comercializadas no pais
foram investigadas, designadas aqui como A, B, C e D. Na andlise do cromatograma da
sequéncia de nucleotideos de S1 foram visualizados picos secundarios em quantidade e
posicdes diferentes, sugerindo que as vacinas sao constituidas por subpopulagées do IBV
distintas. A sequéncia de aminoacidos deduzidos revelou duas trocas de aminoacidos
entre as vacinas produzidas pelos laboratorios AxB até 14 trocas entre as vacinas
produzidas pelos laboratérios AxC. A significativa diferenga na sequéncia de aminodcidos
entre as vacinas H120 reflete na proporcional diferenga antigénica entre elas, e devido as
diferentes propriedades bioquimicas de alguns aminoacidos na glicoproteina S1, pode-se
também prever que mudanca fenotipica também ocorre durante o processo de invasao do
hospedeiro. A dindmica molecular das subpopulagbes dessas vacinas foi estudada
comparando-se as sequéncias de S1 das vacinas originais com aquelas obtidas apés uma
Unica passagem em ovos embrionados, sendo verificado comportamento distinto entre as
vacinas. Apesar de empregar o mesmo método utilizado pelos laboratérios para a
producao da vacina, os resultados sugerem que a potencial alteragado no protocolo poderia
justificar a variagéo e diversidade genética verificada entre as vacinas H120 produzidas
por diferentes laboratérios. Tomados juntos, estes resultados sugerem que as diferentes
vacinas H120 podem produzir reagfes/resultados de vacinagdo distintos. Nesse estudo
também foi obtida a sequéncia completa de S1 da estirpe vacinal Ma5 disponivel
comercialmente. Na analise do cromatograma da sequéncia de S1 foi visualizada uma
Unica posicdo de pico secundario, também exibida por todas as vacinas H120, sugerindo
subpopulacéo do IBV intra-vacina. Para abordar essa questéo foi desenvolvido um sistema
contemplando a amplificagdo do fragmento flanqueando essa regido exibindo o pico
secundario por RT-PCR, clonagem, andlise por HRM e sequenciamento dos clones para
identificacdo. Embora entre os clones analisados néo foi possivel obter a subpopulagao
inferior previamente visualizada no cromatograma de S1 da vacina original, outras quatro
subpopulagdes foram detectadas, indicando que a vacina Ma5, apesar de ser clonada, é
constituida por subpopulagbes do IBV. Adicionalmente, a dindmica biolégica/molecular da
vacina Ma5 foi investigada apos a inoculagdo em ovos embrionados de galinha SPF. As
duas subpopulagdes do IBV, previamente visualizadas no cromatograma de S1 da vacina
original, foram consistentemente detectadas em todos os 6rgéos analisados, mas somente

a subpopulagdo predominante na vacina original foi detectada no liquido corio-alantoide.
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CHAPTER | - COMMERCIAL VACCINE STRAINS H120 and Ma5 OF Infectious
bronchitis virus EXHIBIT WIDE GENETIC DIVERSITY: IMPLICATIONS FOR
IMMUNE RESPONSE

ABSTRACT

The genetic and antigenic variation among four H120 vaccines marketed in this country
were investigated, designated herein as A, B, C and D. In the analysis of the
chromatogram of the sequence of nucleotides of S1, secondary peaks were visualized
in quantity and different positions, suggesting that the vaccines are composed of
subpopulations of distinct IBV. In terms of amino acid sequence, differences were
verified of 2 amino acid sequences between vaccines produced by laboratories AxB up
to 14 differences between vaccines produced by AxC laboratories. The significant
difference in amino acid composition among H120 vaccines reflects the proportional
difference between them due to the different biochemical properties of some amino
acids in the glycoprotein S1, it can also predict that the phenotypic change may have
ocurred during the process of invasion of the host cell. The molecular dynamics of
subpopulations of these vaccines has been studied by comparing the sequences S1 of
the original vaccines with those obtained after a single passage in embryonated eggs,
being verified distinct behavior among vaccines. Despite employing the same method
used by laboratories for the production of the vaccine, the results suggest that the
potential change in the protocol could explain the observed variation and genetic
diversity between H120 vaccines produced by different laboratories. Taken together,
these results suggest that the different vaccines H120 may produce different
reactions/results distinct of vaccination. In this study it was also obtained the complete
sequence of the S1 of the vaccine Ma5 commercially available. In the chromatogram of
the analysis of the S1 sequence, it has been viewed a single secondary peak position
also shown by all the H120 vaccines, suggesting subpopulation of intra-IBV vaccine.
To address this issue it was developed a system covering the amplification of the
fragment flanking the region displaying the secondary peak by RT-PCR, cloning, HRM
analysis and sequencing of clones for identification. Although among the clones
analyzed it was not possible to obtain the minor subpopulation previously viewed
chromatogram S1 of the original vaccine, another four subpopulations were detected,
indicating that the Ma5, despite being cloned, it is composed of subpopulations of the
IBV. Additionally, the biological/molecular dynamics of vaccine Ma5 was investigated
after inoculation into embryonated chicken SPF eggs. The two subpopulations of IBV,
previously displayed on the chromatogram of S1 of the original vaccine, were
consistently detected in all analyzed organs, but only the major subpopulation in the
original vaccine was detected in liquid corio-alantoide.
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1. INTRODUCAO

As medidas que tém sido mais amplamente adotadas no pais para o controle da
BIG fundamentam-se na combinacdo de abordagens basicas de biosseguridade
juntamente com programas imunoprofilaticos. No Brasil, a vacinagéo contra o IBV tem sido
feita desde o inicio da década de 80, sendo que o sorotipo Massachusetts é o Unico que
tem o seu uso permitido pelo MAPA para entrar na composi¢éo de vacinas.

No entanto, os coronavirus, incluindo o IBV, tém mostrado existirem como uma
mistura de mutantes genéticos dentro de um isolado. Isso resulta numa populagao
heterogénea de virus transcritos a partir de um Unico genoma progenitor, que é gerado
através de eventos de mutagcao e recombinacgdo. Essa instabilidade genética do IBV tem
sido evidenciada no surgimento de variantes genéticos e antigénicos no curso de sua
evolugéo, e as principais alteragdes estdo associadas principalmente a glicoproteina S1,
que possui importantes epitopos indutores de anticorpos virus neutralizantes e
desempenha um papel chave na determinacdo da espécie e tropismo celular.

Diferentes laboratérios produzem a vacina contra o IBV estirpe H120 e, apesar
delas serem oriundas da mesma estirpe semente e submetidas ao mesmo nimero de
passagens em ovos embrionados de galinhas SPF para a atenuagdo do virus, tem sido
relatado que essas vacinas induzem resposta/resultado vacinal distinto. Na busca por uma
vacina mais estavel geneticamente foi introduzida no pais no inicio dos anos 90 a vacina
Mab, obtida apés a purificagcdo e clonagem em cultura de células de embrido de galinha.
No entanto, casos de doengas associadas ao IBV em lotes de galinhas previamente
vacinados continuam a ser relatados. Também tem sido demonstrado que o uso dessas
atuais vacinas pode apresentar baixa protegdo cruzada com isolados de campo, bem
como ndo tem impedido o aparecimento frequente de estirpes variantes e novos sorotipos
do virus.

Diante desse cenario, o presente trabalho teve como objetivos:

¢ Obter a sequéncia completa do gene S1 diretamente das vacinas H120 e
Ma5 comercializadas no pais e analisar a composicdo genética dessas
vacinas.

e Estudar a estabilidade genética das vacinas H120 ap6és uma Unica
passagem adicional em ovos embrionados de galinhas SPF, comparando
a sequéncia de S1 da vacina original com aquela obtida apés o re-
isolamento.

¢ Investigar a dinamica biolégica/molecular da vacina Ma5 pela inoculagdo da
vacina em ovos embrionados de galinhas SPF e comparar a sequéncia de
S1 da vacina original com aquela obtida de diferentes 6rgdos dos

embrides.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Vacinas

Para compor este estudo, foram adquiridas no comércio duas partidas
consecutivas de vacinas vivas do IBV produzidas por laboratérios diferentes, sendo as
estirpes H120 (n=8) designadas aqui como A, B, C e D e a vacina Ma5 (n=2).
Adicionalmente, foram incluidas trés vacinas vivas de virus aviarios nao relacionados
ao IBV, os quais foram utilizados como controles negativos na PCR, sendo o
metapneumovirus aviario, o virus da doenca de Newcastle € o virus da doenca de
Gumboro. Todas as vacinas foram reconstituidas em 3 mL de agua ultrapura estéril,
aliquotadas em microtubos e estocadas a -80°C até o momento do uso. O manuseio
das vacinas foi realizado em salas distintas e dias alternados para evitar contaminacao

cruzada.

2.2. Replicacao das vacinas
2.2.1. Vacinas H120 (A, B, Ce D)

Foram utilizados ovos embrionados de galinha livres de patdégenos especificos
(SPF- Specific Pathogen Free) adquiridos da empresa VALO BioMedia do Brasil. O
plantel ndo é exposto e monitorado regularmente, portanto, determinado ser livre de
varios patégenos, incluindo o IBV. Um volume de 100 yL de cada suspensé&o vacinal
foi inoculado na cavidade cério-alantoide de trés ovos com 9-11 dias de incubacao e,
decorridas 40 horas poés-infeccao (PI), foram refrigerados a 4°C overnight (Gelb e
Jackwood, 2008). Apos a confirmagdo da morte dos embrides por ovoscopia, foram
coletados aproximadamente 3 mL de liquido coério-alantoide (LCA) de cada embrido
para formar um pool, que foram estocados a -80°C até o momento do uso. Os
remanescentes dos embrides foram imersos em recipiente contendo solugcido de
hipoclorito 5% para a inativagédo viral antes de serem descartados. Vale ressaltar que
esse projeto estd em acordo com os principios da Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFV, protocolo n74/2013.

2.2.2. Vacina Ma5
Para este ensaio foi utilizado o mesmo protocolo descrito no item 2.2.1. No
entanto, além da coleta do LCA, procedeu-se a necropsia dos embrides, e fragmentos
de traqueia, pulmoes, rins, proventriculo, intestino delgado, bago e bolsa cloacal foram
colhidos utilizando-se de varios conjuntos de instrumentos cirlrgicos estéreis para a
coleta de cada pool de 6rgao para evitar contaminacédo cruzada, que foram estocados
a -80° C até o momento do uso.
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2.3. Extracao de RNA

Para obter com fidelidade a sequéncia completa do gene da glicoproteina S1
das vacinas contra o IBV, o RNA viral foi primeiramente extraido direto das vacinas.
Para investigar a dinamica molecular das vacinas apés uma Unica passagem em ovos
embrionados de galinha SPF, o RNA viral foi obtido do LCA dos embrides inoculados
(Quadro 1), que foi previamente clarificado (1000 x g por 15 minutos a 4°C). Para a
obtencdo do RNA viral dos 6rgdos dos embrides inoculados com a vacina Ma5 foi
coletado um pequeno fragmento de cada tecido. A extracdo do RNA foi realizada com
Trizol® Reagent (Invitrogen™) conforme as recomendagdes do fabricante. O RNA foi
ressuspendido em 50 uL de UltraPure™ DEPC-treated Water (Invitrogen™), analisado
e quantificado pelo método de fluorescéncia utilizando-se NanoDrop Lite
Spectrophotometer (Thermo Scientific) e imediatamente utilizado na reagcdo de

transcrigdo reversa.

Quadro 1: Fontes de extracdo de RNA de estirpes vacinais.

Material Extracao de RNA

1. Direto da vacina

Vacinas H120 2. Ap6s uma passagem: LCA* de embrides SPF

1. Direto da vacina

2. Apo6s uma passagem: LCA, traqueia, pulmao,
intestino delgado, bolsa cloacal e rins de
embrides SPF

Vacina Ma5

(*) liquido corio-alantoide

2.4. Sintese de cDNA

O RNA do IBV foi retrotranscrito para cDNA no termociclador Veriti® Thermal
Cycler (Applied Biosystems). O volume final da mistura de reagdo foi de 20 L,
contendo 2 a 5 uL de RNA e a enzima SuperScript® Il Reverse Transcriptase
(Invitrogen™) conforme recomendacdes do fabricante. Para a sintese do cDNA a ser
utilizado na PCR convencional foram usados 50 uM do oligonucleotideo S10LIGO3’
(Kwon et al., 1993) e para a PCR em tempo real (QPCR) foram empregados 10 uM do
oligonucleotideo C3L (Keeler et al., 1998). (Quadro 2).

Os cDNA'’s foram quantificados pelo método de fluorescéncia utilizando-se
NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific) e imediatamente utilizados nas
técnicas de PCR convencional e qPCR.
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2.5. RT-PCR convencional

O ensaio foi conduzido no termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied
Biosystems) utilizando os oligonucleotideos S10LIGO5’ e S10OLIGO3’ (Kwon et al.,
1993) (Quadro 2). O oligonucleotideo S1OLIGOS' consiste de uma sequéncia idéntica
a uma regido préxima da terminagdo 5' do gene da glicoproteina S1; ao passo que
S10LIGO3’ consiste de uma sequéncia complementar para uma regido na terminacao
5' do gene da glicoproteina S2. Esses oligonucleotideos amplificam todo o gene da
glicoproteina S1 do IBV de aproximadamente 1720 bases (Figura 2). A reacao foi
realizada em microtubos de 0,2 mL contendo 25 uL de Go Tag® Green Master Mix
(Promega), 3-5 uL de cDNA, 50 uM de cada oligonucleotideo e Nuclease-Free Water
(Promega) para um volume final de 50 pL. As condigbes de amplificagdo foram
constituidas por um ciclo de 94° C por um minuto, seguindo-se 35 cicl os (94T/ 30
segundos, 50C/ 45 segundos e 72T/ 2 minutos) e uma extensao final de 72°C por 10
minutos.

Para a obtencao de quantidades adequadas de DNA da estirte vacinal Ma5 a
partir de 6rgaos de embrides infectados, os produtos da PCR foram adicionalmente
amplificados (nested) utilizando os oligonucleotideos CK2 e CK4 (Keeler et al., 1998).
Esses oligonucleotideos amplificam um fragmento de aproximadamente 600 pb, que
flanqueiam as regides hipervariaveis | e || do gene S1 do IBV (Figura 2). A mistura da
reacao foi composta por 25 pL de Go Tag® Green Master Mix (Promega), 2 pL de
DNA amplificado, 50 uM de cada oligonucleotideo e Nuclease-Free Water (Promega)
para um volume final de 50 uL. O ensaio foi executado por um ciclo de 94T por um
minuto, seguindo-se 40 ciclos (94C/ 30 segundos, 50C/ 45 segundos e 72T/ 1
minuto) e uma extensao final de 72°C por 5 minutos.

Os produtos da PCR foram corados com GelRed™ (Biotium) por eletroforese
em gel de agarose 1% (PCR convencional) ou 1,8% (nested) utilizando-se o padrao
molecular de 1 Kb Plus DNA Ladder ou 100 pb DNA Ladder (Invitrogen™)
respectivamente, e revelados com o auxilio de um transiluminador de incidéncia de luz
ultravioleta. A amplificacdo do segmento gendmico alvo do IBV foi realizada em
triplicata para cada amostra na mesma corrida e os produtos foram sequenciados
separadamente.

2.6. Sequenciamento e andlise da sequéncia do gene S1

0] sequenciamento foi realizado pela Macrogen
(http://www.macrogen.com/eng/), e as sequéncias de nucleotideos do gene S1 de
ambas as fitas foram compiladas utilizando o software CLC Genomics Workbench 7.5
(http://www.clcbio.com/blog/clc-genomics-workbench-7-5/). O  programa  BlastX
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(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) foi usado para pesquisa no Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para sequéncias homoélogas de S1 do IBV.

2.7. Clonagem

Com base numa posicao de heterogeneidade visualizada no cromatograma da
sequéncia do gene S1 do IBV, estirpe Ma5 (nucleotideo 125), um fragmento
flanqueando essa posigao foi clonado para confirmar a presenca de subpopulacao do
virus intra-vacina. O par de oligonucleotideo C2U (nucleotideos 114-133) e C3L
(nucleotideos 341-325) (Keeler et al, 1998) foi utilizado para amplificar
aproximadamente 230 pb (Quadro 2). Esses oligonucleotideos amplificam a regido
amino-terminal do gene S1, os quais flanqueiam a regido hipervariavel 1 (nucleotideos
142-320), e corresponde a regido responsavel pela indugdo de anticorpos contra o
IBV, constituindo a base para definir os diferentes sorotipos do virus (Kant et al.,
1992).

O ensaio foi conduzido no termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied
Biosystems) utilizando microtubo de 0,2 mL contendo 25 yL de Go Tag® Green
Master Mix (Promega), 2 uL de cDNA, 10 uM de cada oligonucleotideo e Nuclease-
Free Water (Promega) para um volume final de 50 uL. As condi¢des de amplificagéo
foram constituidas por um ciclo de 94C por um minuto, seguindo por 35 cicl os (94C/
30 segundos, 50C/ 40 segundos e 72<C/ 30 minutos).

O produto da PCR foi corado com GelRed™ (Biotium) por eletroforese em gel
de agarose 1,8% utilizando-se o padrdo molecular de 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen™) e revelado com o auxilio de um transiluminador de incidéncia de luz
ultravioleta. Confirmada a banda de tamanho esperado, a mesma foi recortada do gel
e purificada utilizando Wizard® SV Gel (Promega) de acordo com as recomendacdes
do fabricante.

Em seguida o fragmento foi clonado no vetor de entrada pGEM®-T Easy Vector
(Promega) seguindo as recomendagbes do fabricante. O vetor com o inserto foi, entao,
inserido em células competentes de Escherichia coli, linhagem Top 10, por meio de
transformacao via choque térmico. A suspensao bacteriana foi plaqueada em meio de

cultura LB (Luria-Broth) sélido contendo o antimicrobiano ampicilina (100 ug mL™") e
X-gal (4 pL de solugdo 20 mg mL™"), sendo a placa incubada overnight a 37<C para a
selegdo das bactérias tranformadas. As coldnias de bactérias que se multiplicaram
foram transferidas, apos raspagem com alca de replicacao, para tubos contendo 5 mL
de meio de cultura LB liquido e novamente incubadas overnight a 37C sob agitacao.

Uma aliquota de cada cultura de bactéria transformada foi utilizada para preparar um
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estoque em glicerol estéril e armazenada a -80° C. O volume remanescente da cultura
foi submetido a uma mini-preparagao com GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas)
para a purificacdo dos plasmideos conforme recomendacdes do fabricante, que foram
estocados a -20° C para andlises futuras. A transformacao das colénias foi confirmada
por PCR e, adicionalmente, o fragmento clonado foi sequenciado pela Macrogen
(http://www.macrogen.com), sendo as sequéncias de nucleotideos submetidas ao
programa Basic Local Alignment Search Tool (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
para analisar e confirmar a identidade dos fragmentos.

2.8. PCR em tempo real e andlise da Curva de Desnaturacao de Alta
Resolucao

Um ensaio de PCR em tempo real (QPCR) foi desenvolvido e os produtos
foram submetidos a andlise da curva de Desnaturacdo de Alta Resolucao (HRM- do
inglés High Resolution Menting) para investigar a capacidade do teste em detectar
subpopulacdes do virus na vacina Mab.

O ensaio foi conduzido no termociclador Eco™ Real-Time PCR System
(illumina®). Foram utilizados um volume de 10 yL SYBR® Select Master Mix (Life
Technologies), 2 uL de cDNA (vacina Ma5), 2 uM de cada oligonucleotideo C3L e C2U
(Wang et al., 1996) (Quadro 2 e Figura 2) e completou-se com Nuclease-Free Water
(Promega) para um volume final de 20 pl. As condigbes de amplificagdo foram
constituidas por 40 ciclos (94<C/ 30 segundos, 45C/ 30 segundos € 72 T/ 1 minuto).
Os produtos da gPCR foram imediatamente submetidos a Desnaturagdo de Alta
Resolucao (HRM) em rampa de 65 a 95° C, com incremento de 0,1°C a cada ciclo. Os
resultados foram analisados utilizando o software EcoStudy v5.0.4890 (illumina®).
Ap6s o ciclo de desnaturacdo, os produtos, juntamente com o marcador de tamanho
molecular padrao de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen™), foram corados com GelRed™

(Biotium) e visualizados em gel de agarose 2% por transiluminagdo UV.
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Figura 2: Representacdao esquematica das amplificacoes de S1 do IBV. (
glicoproteina S1 (B) com as respectivas regides hipervariaveis (RHV 1, 2 e 3) € a

localizacao dos oligonucleotideos usados nesse estudo (C, D e E).

A)

Quadro 2: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reacdes de RT-PCR e
sequenciamento.

N S ancia (5'- 3 Tm Referéncl Frag_rr_lento
ome equéncia (5’- 3) oc eferéncia | amplificado
STOLIGOS TGAAAACTGAACAAAAGACA
(+) Kwon et al.
STOLIGO3 CATAACTAACATAAGGGCAA 50 (1993) 1720 pb
(=)
CK TCAAAGCTTCANGGNGGNGCNTA
(+) 50 Keeler et al. 600 bb
CK2 CTCGAATCCCNGTRTTRTAYTGRCA (1998) b
(-)
CaU TGGTTGGCATTTACACGGGG
(+) Wang et al.
CaL CAATGGGTAACAAACAC 45 (1996) 230 pb
(-)
(+)= Forward; (-)= Reverse
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3. RESULTADOS
3.1. VACINAS H120
3.1.1. Analise das sequéncias de S1 das vacinas H120 originais

As vacinas comerciais do IBV estirpe H120, designadas aqui como A, B, Ce D
exibiram sequéncia no gene S1 diferentes, sendo também observado nos
cromatogramas picos secundarios, indicando a presenca de subpopulacdes do virus
intra-vacina. No entanto, ndo foi verificada diferenga genética entre duas partidas
consecutivas de vacina produzida pelo mesmo laboratério. Foram obtidas pelo menos
trés sequéncias completas de S1 de alta qualidade para cada vacina, que foram
montadas baseando-se nas sequéncias senso e antisenso.

Sequenciamento genémico de alta qualidade apresentando no cromatograma
dois ou mais picos na mesma posicao pode ser utilizado para identificar diversidade no
genoma de RNA viral dentro de um isolado (Bourret ef al., 2013; Dlugolenski et al.,
2011; Muthannan et al., 2009; Zhang et. al., 2007; Yan et al., 2012), e as alturas
ambiguas desses picos podem ser utilizadas para identificar as subpopulacées virais
predominante e inferior (Bourret et al.,, 2013; Mckinley etf. al., 2008). No presente
estudo, foi determinado o limite de 20% para determinar pico secundario, sendo
verificado que as vacinas exibiram ndo somente quantidade de posicoes de picos
secundarios diferentes como também comportamento distinto dessas subpopulagbes.

Na analise dos cromatogramas da sequéncia completa do gene S1 foi
verificado que todas as vacinas exibiram picos secundarios nas posicoes 125, 345 e
353 (Figura 3). As vacinas A, B e C exibiram na posicdo 125 (entre barras) um pico
principal de timina (vermelho) representando a subpopulacdo predominante e um pico
de altura menor de guanina (preto) mostrando a subpopulacdo inferior. Em
contrapartida, embora a vacina D exibiu pico secundario nessa mesma posigéo, houve
uma inversdo de predominancia entre essas subpopulacées. Na posicdo 345 as
vacinas A e B exibiram um pico principal de timina e um inferior de citosina, nas
vacinas C e D também foi verificada uma inversdo dessas subpopulacdes. Ainda
nessa posicdo foi observado que a vacina A exibiu uma propor¢gdo de
aproximadamente 50% das duas subpopulagbes, enquanto a vacina D exibiu essas
mesmas subpopulacdes com proporcdo significativamente diferentes, sendo
representada por cerca de 90% da subpopulacdo predominante e 10% da
subpopulacao inferior e, portanto, muito abaixo do limite determinado para determinar
pico secundario nesse estudo. Ja na posicdo 353, apesar das vacinas mostrarem
proporcao diferente de subpopulagao, todas exibiram um pico principal de guanina e

outro inferior de timina.
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A vacina B exibiu dois picos secundarios adicionais, sendo um deles na
posicao 253 mostrando uma proporcao similar de guanina e timina (Figura 4). O outro
foi verificado na terceira posicdo do c6don 111 mostrando um pico principal de citosina
e o inferior de timina (Figura 5A).

Nucleotideo: 125 345 353
Consenso: A T T T A c A T T A i A A Al A T ¢ B T G ¢
Vacina A:  * T : A N T T " T {
/\ Ia
ko N\ A
)r’ \oif SN / //\ | g
Vagcina B: T c no T it T - >
/.‘\ !/“‘ fr\ -
VAR A\ A ANNNAY _ ~/AN
Vacina C: T C /A T > I T e T G
M\ ~, ~, —~ ™
//\j; \ ,"; .8 /"\\_'/ . e B \ / ~ __\/\/'\
Vacina D: C I > I
~ L &
.‘/—__‘—-’:/-}—/'-__/i\\q.__-—z\_\‘:-.__ -"/ Rt \ i v "\\/\ FN

Figura 3: Sessbes de cromatogramas exemplificando posicées de picos
secundarios detectados na sequéncia de S1 em todas as vacinas H120. As
vacinas A, B e C exibiram na posicdo 125 (entre barras) um pico principal de timina
(vermelho) representando a subpopulacio predominante e um pico de altura menor de
guanina (preto) mostrando a subpopulagao inferior. Na mesma posicdo a vacina D
exibiu uma inversdo de predominancia entre essas subpopulacdes. Na posicao 345 as
vacinas A e B exibiram um pico principal de timina e um inferior de citosina, nas
vacinas C e D também foi verificada uma inversdo dessas subpopulagbes. Ainda
nessa posicao a vacina A exibiu uma proporcao de aproximadamente 50% das duas
subpopulacbes, enquanto a vacina D exibiu cerca de 90% da subpopulacao
predominante e 10% da subpopulacao inferior. Ja na posi¢ao 353, apesar das vacinas
mostrarem proporcéo diferente de subpopulacéo, todas exibiram um pico principal de
guanina e outro inferior de timina.

Essa proporcao diferente de subpopulagdo detectada no cromatograma
consequentemente refletiu no consenso das sequéncias de S1 obtidas em ftriplicata
para uma vacina. Ou seja, no alinhamento das trés sequéncias obtidas foram
verificados polimorfismos especialmente nessas posicbes de pico secundario. Como
exemplificado na figura 4, as sequéncias de S1 obtidas da vacina B na mesma corrida
mostra um pico secundario na posicdo 253 (entre barras) exibindo aproximadamente
50% das subpopulacdes. No entanto, as reacoes 1 e 2 exibem uma subpopulacao
predominante de guanina, enquanto a reacdo 3 mostra uma inversdo de
predominancia dessas subpopulacées, sendo timina predominando sobre guanina.
Além disso, o coédon formado pelo nucleotideo contendo guanina codifica para
histidina, enquanto aquele que contém o nucleotideo timina codifica para o aminoacido
asparagina.
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Figura 4: Exemplo de predominancia alternada de subpopulacao da vacina B nas
sequéncias de S1 obtidas de reacoes distintas na mesma corrida. Na posicdo 253
(entre barras) as reacdes 1 e 2 exibem uma subpopulagéo predominante de guanina e
outra inferior de timina. Em contrapartida, a reacao 3 mostra uma inversao, mostrando
uma subpopulacao predominante de timina e outra inferior de guanina.

Ao nivel de consenso, foram verificadas 32 diferencas na sequéncia de
aminoacidos entre todas as vacinas H120 produzidas por diferentes laboratérios
(Quadro 3). A maior diferenga na sequéncia de aminoacidos foi verificada entre as
vacinas produzidas pelos laboratérios A e C, que exibiu 14 mudangas; enquanto a
menor diferenga foi mostrada entre as vacinas A e B, sendo verificado 2 aminoacidos
distintos. Uma diferenca de 10 e 13 aminoacidos entre a vacina B e as vacinas D e C,
respectivamente, foi observada. Finalmente, 3 diferencas na sequéncia de

aminoacidos foi verificada entre as vacinas produzidas pelos laboratérios C e D.
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Quadro 3: Comparacdo dos aminoacidos entre as vacinas H120 de diferentes

fabricantes.

Posicao Vacina A Vacina B Vacina C Vacina D
19 Val Ala Val Val
38 Asn Asp Asn Asn
64 Gly Gly Glu Gly
69 lle lle Thr Thr
73 Gly Gly Asp Gly
79 Thr lle lle lle
83 Asp Gly Gly Gly
101 Tyr Tyr His His
130 Ser Ser Phe Phe
179 Ala Ala Glu Ala

205 Arg Arg Lys Lys
246 Thr Thr lle lle
271 Asn Asn Tyr Tyr
273 Thr Thr Ser Ser
376 Gly Gly Glu Glu
476 Ser Ser Gly Gly

3.1.2. Analise das sequéncias de S1 das vacinas H120 apds o re-
isolamento

A dindmica molecular do IBV, ao nivel de subpopulacido, foi estudada
comparando a sequéncia do gene S1 da vacina original com aquela obtida apés uma
passagem adicional em ovos embrionados de galinha SPF.

A anadlise dos cromatogramas das sequéncias de S1 das vacinas obtidas antes
e apods o re-isolamento mostrou comportamento distinto entre as vacinas. A vacina B
nao exibiu alteracdo na sequéncia S1 apds o re-isolamento. A vacina D exibiu
emergéncia de cinco picos secundarios apos o re-isolamento. No entanto, eles ndo
foram considerados porque estavam muito abaixo de 20% determinado nesse estudo
para detectar pico secundario, ndo sendo possivel, portanto, diferencia-los de artefatos
do sequenciamento.

O comportamento das subpopulacbées das vacinas que foram considerados
relevantes estdo demonstrados na Figura 5. A vacina original do laboratério C exibiu
na primeira posicdo do cédon 111 (ponta da seta) da sequéncia S1 um pico principal
de citosina (verde) representando a subpopulacdo predominante e um pico quase
imperceptivel de timina (vermelho) mostrando a presenca de uma subpopulacédo
inferior. Apés o re-isolamento dessa vacina foi verificada na mesma posicdo que a
subpopulacao inferior (vermelho) foi evidenciada, sendo detectada inclusive como a

subpopulacdo predominante em uma das reacdes de sequenciamento (Figura 5A).
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Em contrapartida, a vacina A original mostrou somente um pico de adenina (verde) na
primeira posicdo do cédon 388 (ponta da seta). No entanto, apds o re-isolamento foi
verificada a emergéncia de um pico secundario de guanina (preto), indicando que uma

mutagao foi associada com o re-isolamento (Figura 5B).
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Figura 5: Sess6es de cromatogramas de S1 exemplificando o comportamento
das subpopulacoes das vacinas H120 apds o reisolamento. (A) A sequéncia de S1
da vacina C original mostra na terceira posicdo do cédon 111 (ponta da seta) que as
reacoes 1 (R1) e R2 exibem um pico evidente de citosina (azul) indicando a
subpopulacado predominante, e um pico quase impercepitivel de timina (vermelho)
representando a subpopulagao inferior. Por outro lado, o re-isolamento da vacina nao
somente evidencia a subpopulacdo previamente inferior constituida por timina
(vermelho) na vacina original, demonstrado nas R3 e R4, como passa a ser a
subpopulacdo predominante em R3. (B) A primeira posicdo do cédon 388 na
sequéncia de S1 da vacina A mostra (ponta da seta) que R5 e R6 da vacina original
exibem somente um pico principal de adenina (verde), indicando a presenca de
apenas uma populacédo do IBV. Em contraste, a vacina re-isolada mostra na mesma
posicdo em R7 e R8 um pico principal de adenina (verde) indicando a subpopulacao
predominante, e um pico emergente sutimente menor com guanina (preto)
representando a subpopulagao inferior.

3.2. VACINA Ma5
3.2.1. Analise das sequéncias de S1 da vacina Ma5 original e apos
a passagem em ovos embrionados
A andlise das sequéncias de S1 obtidas de duas partidas consecutivas da
vacina Ma5 original foram idénticas e exibiram 100% de identidade de nucleotideos
com a estirpe de referéncia (numero de acesso AY561713, GenBank). No entanto, foi
visualizada uma Unica posicdo heterogénea no cromatograma, na posicdo do
nucleotideo 125, sugerindo presencga de subpopulacdo do IBV intra-vacina.
Como demonstrado na Figura 6, a sequéncia de S1 da vacina Ma5 original
retratada numa sessao do cromatograma (Figura 6A), mostra que a segunda posicao
do cédon 42 (ponta da seta) apresenta um pico principal de timina (vermelho)
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representando a populagdo predominante codificando para o aminoacido asparagina
e, na area inferior a esse pico, com cerca de 20% em altura, exibe o nucleotideo
guanina (preto) indicando uma subpopulacgao codificando para treonina.

Ap0s a inoculacdo da vacina Ma5 em ovos embrionados de galinha SPF, as
duas subpopulagdes da vacina foram consistentemente detectadas em todos os
orgaos analisados dos embrides (traqueia, pulmdes, rins, intestino delgado e bolsa
cloacal), conforme a vacina original (Figura 6A). No entanto, a analise da sequéncia
de S1 obtida do LCA nao foi visualizada a subpopulagao inferior do IBV (Figura 6B),

previamente detectada na vacina original.
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Figura 6: Sessoes dos cromatogramas da sequéncia de S1 da vacina Ma5. (A) A
vacina original exibe uma posicdo de pico secundario na sequéncia S1, mostrando
(ponta da seta) que a segunda posi¢ao do cédon 42 apresenta um pico principal de
timina (vermelho) e um pico menor de guanina (preto), indicando uma subpopulacao
predominante codificando para o aminoacido asparagina e uma segunda
subpopulacao codificando para treonina. (B) Na mesma posi¢do da vacina original a
vacina re-isolada do liquido corio-alantoide de ovos embrionados de galinha SPF
exibiu apenas um Unico pico de timina.

3.2.2. Clonagem e analise das sequéncias

Foram obtidas aproximadamente 38 colénias transformadas, visualizadas de
forma bem definida na placa de crescimento contendo meio LB sélido. Os clones
transformantes foram amplificados na PCR convencional para confirmar a presencga do
fragmento génico de interesse e todos exibiram banda de tamanho esperado (~230
pb). Confirmada a presenga do inserto de interesse no vetor, seguiu-se a extragao do
DNA plasmidial das células transformadas, e o material extraido foi avaliado em gel de
agarose e quantificado em espectrofotémetro.

Devido ao grande nimero de colbnias transformantes obtido, um ensaio de
PCR em tempo real foi desenvolvido e o produto amplificado de cada clone foi
submetido a andlise da curva de desnaturacao de alta resolucdo (HRM). Esse ensaio
foi utilizado com o propdsito de permitir a selecdo de clones exibindo comportamento
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de desnaturacdo distinto e reduzir a necessidade de sequenciar todos os clones
obtidos.

Para avaliar todos os 38 clones obtidos foi necessario realizar trés corridas em
placas distintas, e o perfil de desnaturacdo dos amplicons realizado em ftriplicata para
cada clone foi sistematicamente estudado nessa triagem, sendo selecionados seis
clones (dados nao mostrados).

Apos essa triagem, uma nova corrida foi realizada com os seis clones. Entre os
seis clones selecionados, cinco exibiram perfil de desnaturacdo distinto daquele
visualizado para o mesmo fragmento obtido da vacina Ma5 original, enquanto um
deles exibiu comportamento similar.

A Figura 7 retrata o grafico da curva HRM aplicado nos produtos de
amplificagdo dos seis clones selecionados. O clone 5 foi utilizado como o padrao (linha
horizontal azul) contra os quais os clones 6, 11, 16, 18 e 20 e 0 mesmo fragmento da
vacina Ma5 original foram avaliados. A vacina Ma5 original e o clone 20 estdo
representados por picos positivos, enquanto o clone 11 exibe um pico negativo. Por
outro lado, os clones 6, 16 e 18 mostram uma curva sinusoidal.
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Figura 7: Grafico da analise da curva HRM. O clone 5 foi utilizado como o padrao
(linha horizontal azul) contra os quais os demais clones e 0 mesmo fragmento da
vacina Ma5 original foram avaliados. A vacina Ma5 original e o clone 20 estdo
representados por picos positivos, enquanto o clone 11 exibe um pico negativo. Em
contrapartida, os clones 6, 16 e 18 mostram uma curva sinusoidal.

30



Apesar de alguns clones selecionados exibirem comportamento de
desnaturagdao distinto, foi verificada uma sobreposicdo na temperatura de
desnaturagéo (Tm) entre eles e a vacina Ma5 original (Quadro 4).

Portanto, um ensaio adicional foi executado para avaliar o efeito do
comportamento de desnaturacdo e da Tm, sendo utilizados a vacina original, dois
clones exibindo comportamento de desnaturagdo distinto € uma mistura desses
clones. Os clones 20 e 11 foram selecionados para esse ensaio e foram misturados
em quantidade de DNA conhecida e proporcional, sendo 3:1 (clone 20: clone 11), 2:2
(clone 20: clone 11) e 1:3 (clone 20: clone 11). Quando os clones foram
deliberadamente misturados em proporcoes variaveis foi verificado que o ensaio nao
foi capaz de detectar diferenca significativa em nenhuma das misturas dos clones e da
vacina (dados ndo mostrados). Apesar dessa técnica ser naturalmente muito sensivel
e dependente da sequéncia de bases no DNA, esse ensaio mostrou que a técnica nao
€ capaz de diferenciar estirpes de virus em amostras contendo DNA misto que
apresentam diferenca de temperatura de desnaturagdo muito pequena.

Quadro 4: Valores das temperaturas de desnaturagcao (Tm) obtidas para a vacina Ma5
original e dos clones selecionados para sequenciamento.

Amostra Tm
Vacina Ma5 original 79,2°C (-0,1° C)
Clone 5 78,9° C (-0,12 C)
Clone 6 78,9°C
Clone 11 78,6° C (0,12 C)
Clone 16 79,02 C (-0,12 C)
Clone 18 78,9° C (-0,12 C)
Clone 20 79,12 C

Definidos os clones, os mesmos foram sequenciados para confirmar a
originalidade dos insertos e permitir a identificacdo das subpopulacées. No
alinhamento das sequéncias dos clones com a vacina Ma5 original foi verificado um
polimorfismo comum na posigdo do nucleotideo T129C. Polimorfismos Unicos e
adicionais foram detectados nos clones #20 (A140G), #5 (T193C) e no #11 (G284A).
Por outro lado, os clones #6, 16 e 18 que apresentaram um comportamento de
desnaturagéo similares, exibiram sequéncias idénticas (Quadro 5).

Apesar da analise da curva HRM ser incapaz de diferenciar mistura de
subpopulacdes do virus exibindo pequena variagdo na Tm em uma amostra, a técnica

permitiu diferenciar com sucesso as subpopulacdes intra-vacina isoladas.
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Quadro 5: Polimorfismos verificados nas sequéncias do fragmento S1 dos clones em
relacdo ao mesmo fragmento obtido do produto da gPCR da vacina Ma5 original.

Posicao do nucleotideo

Amostra
129 140 193 284
Vacina Ma5 T A T G
Clone 20 C G T G
Clone 5 C A C G
Clone 11 C A T A
Clone 6 C A T G
Clone 16 C A T G
Clone 18 C A T G
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4. DISCUSSAO

A ocorréncia da bronquite infecciosa das galinhas (BIG) em plantéis avicolas
no Brasil e diversas partes do mundo, na maioria das vezes em lotes vacinados, tem
despertado interesse na comunidade cientifica, especialmente em relacdo a
formulacdo e/ou composicado das vacinas contra Infectious bronchitis virus (IBV). No
presente estudo a sequéncia completa do gene S1 foi obtida diretamente de quatro
vacinas H120 disponiveis comercialmente no pais e produzidas por diferentes
laboratérios, designadas aqui como A, B, C e D.

Estudos prévios baseado no sequenciamento da glicoproteina S1 de IBV,
detectaram subpopulacdes virais em duas vacinas comerciais de IBV do sorotipo
Arkansas (Ark), bem como no estoque original do virus atenuado distribuido para as
companhias de vacinas e também na estirpe virulenta de origem (Nix et al. 2000). Uma
analise mais acurada verificou 16 posicoes exibindo picos secundarios no
cromatograma da sequéncia de S1 entre as quatro vacinas comerciais do IBV Ark
atualmente em uso nos E.U.A., sendo verificada posicao diferente desses picos na
sequéncia de nucleotideo e proporcao distinta de subpopulagdes entre essas vacinas
(Gallardo et al., 2010; Mckinley et al., 2008; van Santen e Toro, 2008). Outro estudo
confirmou a presenca de duas subpopulacées virais em uma preparacdo comercial da
vacina do IBV estirpe VicS, disponivel atualmente apenas na Australia (Hewson et al.,
2012).

Utilizando essa metodologia, foi verificado que as vacinas contra o IBV estirpe
H120 do sorotipo Massachusetts comercializadas no pais exibiram no cromatograma
da sequéncia de S1 pelo menos trés posicdes de picos secundarios bem definidos.
Para esse estudo foi determinado um limite de 20% para identificar picos secundarios,
no entanto, outros picos abaixo desse limite foram visualizados e nao puderam ser
distinguidos de artefatos do sequenciamento. Embora a existéncia de picos
secundarios no cromatograma da sequéncia de S1 das vacinas de IBV pode indicar a
presenca de subpopulacées do virus, através desta metodologia € praticamente
impossivel determinar com precisdo o niumero exato de subpopulacées de IBV intra-
vacina. Essa dificuldade pode ser melhor entendida por relatos prévios demonstrando
que o0s coronavirus aviarios, incluindo o IBV, existem como uma mistura de mutantes
dentro de um isolado (Jackwood et al., 2003).

Foram obtidas pelo menos trés sequéncias de S1 de boa qualidade para cada
vacina comercial, no entanto, a sequéncia consenso dessas sequéncias numa analise
indidual para cada vacina, exibiu alguns polimorfismos ao nivel de nucleotideos.
Especula-se que a obtencido de sequéncia de S1 diferente para a mesma vacina,
obtidas de reacdes de RT-PCR distintas na mesma corrida, demonstra na verdade, a
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sequéncia de S1 de uma determinada subpopulacdo especifica, quando a aliquota de
DNA molde utilizada para a amplificacdo contém uma maior proporcdo do genoma
dessa subpopulacdo. Essa possibilidade parece ser mais frequente quanto duas
subpopulacdes existem em propor¢do muito similares.

No entanto, no estudo de van Santen e Toro (2008), a andlise do
cromatograma da sequéncia completa de S1 de uma vacina comercial de IBV estirpe
H120 comercializada nos E.U.A. apresentou pico secundario em apenas uma posi¢ao
(nucleotideo 372), sendo relatado uma subpopulacédo predominante do virus exibindo
um pico maior de citosina e um pico menor representando a subpopulagao inferior
mostrando timina na mesma posi¢gdo, uma diferenga sinbnima. Embora em nosso
estudo todas as vacinas exibiram citosina na posicao 372 da sequéncia de S1, nao foi
verificado pico secundario nessa posicdo. E possivel que a supracitada vacina néo
seja comercializada no Brasil, embora a maioria das vacinas contra o IBV encontradas
no Brasil seja produzida por grandes companhias multinacionais com planta de
producédo em seus paises de origem, sendo somente envasada e comercializada aqui.
Cabe ressaltar que, uma das vacinas analisadas aqui apresentou 99,8% de identidade
ao nivel de nucleotideos com a estirpe vacinal dos E.U.A (niUmero de acesso
EU359657), uma relacdo de identidade que nao foi encontrada entre nenhuma das
vacinas analisadas. Sendo assim, a diferenca na sequéncia de S1 obtida nos dois
estudos, provavelmente para a mesma vacina, seja reflexo dessa alternancia de
predominio de subpopulagoées.

Embora o uso de vacina contra IBV seja economicamente viavel para a
industria avicola, especialmente para a producdo de frangos de corte, estudos
epidemiolégicos convencionais e moleculares tém confirmado a habilidade do virus
evoluir rapidamente e burlar com sucesso extensivos programas de vacinagdo. Tem
sido verificado que a pressao imunolégica exercida pela vacina tem favorecido a
evolugdo do virus (Toro et al, 2012). Uma evidéncia para isso é a frequente
identificacdo de IBV no pais, na maioria das vezes em plantéis avicolas vacinados,
que sao isolados de casos clinicos compativeis com a bronquite infecciosa, mas com
sequéncias de S1 muito semelhantes as vacinas (Fraga et al., 2013; Chacén et al,,
2011; Villarreal et al., 2010).

No presente estudo, a analise da sequéncia de S1 das vacinas H120 exibiu
uma ampla diversidade genética. Ao mesmo tempo foi verificada uma significativa
variagcdo na sequéncia de amino&cidos entre as vacinas, que variou de 2 aminoacidos
entre as vacinas AxB até 14 aminoacidos entre AxC. Essa significativa diferenga na
sequéncia de amino&cidos entre as vacinas H120 reflete na proporcional diferenga
antigénica entre elas, e devido as diferentes propriedades bioquimicas de alguns
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aminoacidos na glicoproteina S1, pode-se também prever que a mudanca fenotipica
ocorre durante o processo de invasdo do hospedeiro. Essa hipbtese é fortalecida pela
observacdo de veterinarios de campo, que relatam que algumas vacinas H120
induzem reagdo vacinal mais exacerbada e/ou duradoura. Portanto, as diferengas nos
perfis de reagdes demonstram que as vacinas de IBV nédo séo todas iguais, e a
intensidade e a duracido da reacao parecem ser especifica do produto.

Por questbes econdmicas ou mesmo logistica, uma situacao vista no campo é
o uso de vacinas contra o IBV produzidas por diferentes laboratérios dentro de um
mesmo lote ou unidade de producao avicola. Por outro lado, em regides avicolas
densamente povoadas € inevitavel o risco de escape de virus entre granjas préoximas,
0 que torna esse tipo de vacinagdo uma pratica de risco, especialmente quando sao
utilizadas vacinas vivas contra o IBV produzidas por diferentes laboratérios e, portanto,
como verificado nesse estudo, de constituicbes genéticas diferentes. O uso de vacinas
de diferentes laboratoérios e/ou a introducao de um novo virus vacinal por escape entre
lotes pode favorecer um aumento de risco para incremento de variabilidade genética
entre os IBV. Existe evidéncia demonstrando a recombinacéo entre estirpe de IBV do
sorotipo Massachusetts vacinal com amostras de campo em condi¢bes naturais (Liu et
al., 2013).

A diversidade genética nas vacinas tem sido sugerida proporcionar uma
vantagem para o virus, permitindo ao virus adaptar-se as alteragcdes no ambiente e
também a capacidade para infectar diferentes tecidos do hospedeiro (Jackwood e
Sommer, 2002). Enquanto outros tém sugerido que a presenca de varios genétipos
virais em vacinas de IBV pode ser vantajoso, aumentando a diversidade antigénica e,
portanto, ampliando o espectro de protecao, embora isto nao tenha sido demonstrado
(Nix et al., 2000).

Estirpes de IBV de vacina pertencente ao mesmo sorotipo e proveniente de
diferentes laboratérios, mas que apresentam diferengcas na sequéncia do gene Si,
provavelmente, refletem a origem da estirpe do virus semente que foi utilizada para
produzir a vacina e o numero de passagens em ovos embrionados de galinha
utilizados para atenuar o virus. No entanto, a explicagdo para vacinas de IBV oriundas
da mesma estirpe semente e provenientes de diferentes fabricantes, mas que
apresentam diferencas nas sequéncias do gene S1 e maior diversidade viral, ainda
nao estava clara. Para investigar esse fenémeno, foi realizada uma Unica passagem
adicional das vacinas H120 em ovos embrionados, empregando o mesmo método
padrao utilizado pelos laboratérios para a produgdo da vacina. Na analise da
sequéncia S1 das vacinas originais e apds o re-isolamento foi verificado que 2 das

quatro vacinas re-isoladas exibiram comportamentos distintos.
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Enquanto na vacina C uma determinada subpopulacdo que foi detectada num
pico secundario na vacina original como subpopulacdo inferior, tornou-se mais
evidente ou até mesmo a subpopulagdo predominante apds o re-isolamento. Por outro
lado, uma subpopulagdo do virus emergiu apds o re-isolamento da vacina A em uma
posicdo que nao correspondia a um pico secundario na vacina original, fornecendo
evidéncia que essa variagdo assenta no pressuposto de que tal subpopulacdo emergiu
de mutacdo e/ou recombinacido bioldgica, em vez de alteracdo genética artificial
introduzida pelo procedimento de amplicagao genémica in vitro. Sendo assim, parece
razoavel assumir que a modificacdo no protocolo utilizado para a produgdo das
vacinas pode favorecer a replicagdo de uma determinada subpopulacdo em detrimento
de outra, bem como parece induzir diversidade genética.

A sequéncia de S1 da vacina Ma5 foi amplificada diretamente da vacina
comercial, sendo verificado 100% de identidade com a estirpe de referéncia (acesso
AY561713, GenBank). No entanto, a analise do cromatograma de S1 (posicao 125)
mostrou claramente uma regido de pico secundario, indicando a presenca de uma
subpopulacdo predominante do virus exibindo um pico maior de timina e um pico
menor representando a subpopulagao inferior mostrando cerca de 20% de guanina na
mesma posicdo, uma diferenca ndo sinbnima. Ou seja, uma subpopulacao
predominante codificando para o amino&cido asparagina e uma inferior codificando
para treonina. Para melhor abordar essa questao, foi desenvolvido um sistema para
analisar a populacao de espécies de RNA da vacina e identificar os variantes, no qual
contemplou a amplificagdo de um fragmento flanqueando essa regido, clonagem,
escaneamento por analise HRM e sequenciamento.

Foram obtidos pelo menos 38 clones, no entanto, somente 6 deles foram
selecionados para o sequenciamento e identificacdo. Essa selecao foi baseada no
escaneamento por analise HRM e somente os clones que exibiram comportamento de
desnaturagao distinto do mesmo fragmento obtido para a vacina Ma5 original foram
escolhidos. Como o clone da subpopulacdo inferior ndo foi identificado entre os
selecionados, é possivel que o comportamento de desnaturacdo do DNA dessa
subpopulacao inferior tenha um comportamento de desnaturagao similar com aquele
visualizado para a vacina. Embora entre os clones identificados nédo foi possivel obter
a subpopulagéo inferior previamente visualizada no cromatograma de S1 da vacina
original, outras quatro subpopulacdes foram identificadas, indicando que a vacina Ma5
€ constituida por diferentes subpopulacdes de IBV.

Adicionalmente, a din&mica bioldgica e molecular da vacina Ma5 foi investigada
apdés a inoculacdo em ovos embrionados de galinha SPF. A vacina foi
consistentemente detectada em todos os 6rgdos dos embrides analisados, sendo

36



visualizadas as duas subpopulacbes da vacina original nos cromatogramas das
sequéncias de S1 obtidas dos 6érgdaos. Em contrapartida, somente a subpopulacao
predominante da vacina original foi detectada no liquido corio-alantoide (LCA). No
entanto, a aparente capacidade reduzida da subpopulagao inferior da vacina Ma5 para
infectar o LCA, obviamente nao indica a perda da capacidade de infectar outros
tecidos, visto que a producao dessa vacina é feita através da replicacdo do virus em
cultura de células de embrides de galinha. Na verdade isso pode indicar uma
capacidade alterada para se ligar a receptores celulares diferentes. Tem sido sugerido
que alteracado proxima do dominio de ligacao ao receptor da glicoproteina S1 pode
modificar a afinidade dos coronavirus para diferentes glicoproteinas de superficie da
célula (Cavanagh et al., 1992; Schultze et al., 2005). A habilidade de IBV replicar em
muitas superficies epiteliais pode estar relacionada, em parte, ao fato da adsorcao do
virus as células hospedeiras ser dependente de acido N-acetilneuraminico (acido
sialico) na superficie das células (Cavanagh, 2007). Esse virus se liga
preferencialmente ao acido sidlico quando a sua ligacdo ao oligossacarideo é a2-3
(Schultze et al., 1992). Embora o LCA posui uma grande variedade de células e,
possivelmente, a maioria delas expressa o acido sialico em sua superficie, a afinidade
de IBV para esse receptor até explica sua natureza pantropica no hospedeiro natural,
mas nao pode ser o Unico fator, porque o acido neuraminico também esta presente em
células que ndo sao infectadas pelo IBV. Pode ser que o acido sidlico seja um passo
de ligacdo primaria, mas requer que outros contatos sejam feitos, talvez envolvendo
um receptor secundario, mais especifico e menos distribuido (Cavanagh, 2007).
Sendo assim, é provavel que a subpopulacao inferior da vacina Ma5 tenha sido
negativamente selecionada no LCA de embrides de galinha. Uma vez que, a mudanca
de aminoacido na sequéncia de S1 da vacina Mab original, detectada nesse estudo,
pode ter importancia relevante nas caracteristicas biolégicas dessa subpopulacao,
porque em ultima analise ele determina o tipo de relacdo que o virus estabelece com o
hospedeiro (Phillips et al., 2011). Por outro lado, embora o aminoacido treonina no
cédon 42 do gene S1 pode exercer um efeito seletivo negativo na vacina Ma5 no LCA,
a sua presenca nessa posicao também parece nao ser o Unico determinante, porque
todas as vacinas H120 também mostram uma ou mais subpopulagées de IBV exibindo
esse aminoacido na mesma posicao e replicam eficientemente no LCA. Portanto, a
explicacao esteja relacionada com outros genes, conforme estudos prévios reportando
que variacdo genética nos genes que codificam para a nucleoproteina (Jia et. al.,
1995), proteina nao estrutural 3 (Phillips et. al., 2012) e na regido nao traduzida 3’ (Liu

et. al. 2009), afetam a capacidade de infecgao por IBV.
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No presente estudo foi verificada uma ampla diversidade genética entre as
vacinas contra IBV disponiveis comercialmente no Brasil, bem como em vacinas
contra IBV de outros sorotipos reportados previamente (Hewson et al., 2012; Toro et
al., 2012; Gallardo et al., 2010; van Santen e Toro, 2008), no entanto, a significancia
do uso de uma vacina contra o IBV exibindo uma maior ou menor diversidade genética
ainda nao esta claro. Enquanto a maior diversidade genética de uma vacina apresenta
uma vantagem para o hospedeiro ao estimular uma imunidade mais ampla, as
pesquisas tém sugerido que essa diversidade pode ser benéfica para o virus para a
sua replicagdo e persisténcia no hospedeiro e evoluir para um fenoétipo virulento
(Ndegwa et al., 2014, 2012; Jackwood et al., 2002; Nix et al., 2000 ).

Pelo menos do ponto de vista aplicado, os resultados obtidos desse estudo
podem ajudar a explicar os diferentes resultados e reacdes obtidos da vacinacao
contra IBV quando se utiliza vacina produzida por laboratério diferente.

5. CONCLUSOES

As vacinas H120 comercializadas no Brasil compartiham algumas
subpopulacdes, no entanto, algumas delas podem ser predominantes em uma
determinada vacina e inferiores em outra. Por outro lado, algumas vacinas possuem
algumas subpopulacdes especificas.

A variacdo na sequéncia de S1 obtida das vacinas H120 apos o re-isolamento
utilizando a mesma técnica empregada pelos laboratérios para a producédo da vacina,
ou seja, replicacdo da vacina em ovos embrionados de galinhas SPF, mas
possivelmente empregando alteracdo no protocolo pode justificar a variacdo genética
e antigénica entre essas vacinas produzidas por diferentes laboratérios.

Em relacdo a vacina Mab, apesar de ser clonada, foi verificado que essa vacina
¢é constituida por distintas subpopulagdes do virus.

Pelo menos em embrides de galinhas, a vacina Ma5 nao sofreu mutagao e/ou
selegdo apds replicar no hospedeiro, no entanto, foi verificado a habilidade de
subpopulacdo da vacina infectar fluido especifico do embrido.
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CAPITULO Il - DISTRIBUIGAO DE SUBPOPULACOES DE IBV EM DIFERENTES
ORGAOS DE GALINHAS NATURALMENTE ACOMETIDAS PELA DOENGA

RESUMO

Num plantel de matrizes pesadas, mantido sob um rigoroso programa de
biosseguridade, um lote de pintinhos com dois dias de vida foi vacinado com a vacina
Ma5, no entanto aos dezoito dias de idade o lote apresentou sinais clinicos sugestivos
de BIG. Para efetuar o diagnéstico, a sequéncia parcial de S1 de IBV foi
primeiramente obtida diretamente de amostras clinicas das aves. Exceto na traqueia,
que foi detectada a vacina Mab, virus variantes de IBV distintios da vacina original
foram identificados em todos os 6rgaos analisados, mostrando tropismo especifico. A
relevancia desse achado assenta no pressuposto repertdrio patogénico que a infeccao
por IBV pode desencadear em um lote de galinhas. A andlise de S1 também mostrou
que essas subpopulacdes eram mais similares geneticamente com a vacina Ma5 na
comparagao com a estirpe patogénica de referéncia (M41). Adicionalmente, um pool
de amostras clinicas de rins de galinhas infectados com o IBV identificado como
variante foi inoculado em ovos embrionados e utilizando rins de embrides apos a 12
passagem para a identificagdo molecular do virus, a vacina Ma5 foi detectada.
Portanto, a deteccdo da vacina sugere sua ineficacia em proteger as aves frente ao
desafio com IBV variantes exibindo poucas alteracbes de aminoacidos. Em
contrapartida, foi verificado que o IBV obtido do LCA apés a 32 passagem de amostra
clinica de rins de galinhas exibiu mudanca de nucleotideos em 12 posicées na
comparagdo com a sequéncia de S1 obtida diretamente do érgédo. Esse resultado
indica que diferentes microambientes exercem distinta pressado sobre o IBV. Sendo
assim, a identificacdo de IBV diretamente de amostras clinicas asseguram a obtencao
de sequéncias de S1 com maior confiabilidade, especialmente quando o objetivo é
efetuar estudos filogenéticos, e reduz a chance de obter um diagnéstico equivocado

ou inconclusivo.

39



CHAPTER II- SUBPOPULATIONS DISTRIBUTION OF IBV IN DIFFERENT ORGANS
OF CHICKENS NATURALLY AFFECTED BY THE DISEASE

ABSTRACT

A broiler breeding stock, kept under a strict biosafety program, a flock of chicks with
two days of age was vaccinated with the vaccine Ma5, but at eighteen days old this
flock presented clinical signs suggestive of infectious bronchitis. To make the
diagnosis, partial sequence of S1 of the IBV was first obtained directly from clinical
samples of chickens. Except in the trachea and small intestine which was detected the
vaccine Ma5, distinct subpopulations of IBV variants, have been identified in all organs
studied, showing specific tropism. The relevance of these findings are based on the
assumption that the pathogen repertoire of the infection of IBV can trigger in a flock of
chickens. S1 analysis also showed that these subpopulations were more genetically
similar with the vaccine in the comparison with the pathogenic strain of reference
(M41). Additionally, a pool of clinical samples of kidneys of chickens infected with IBV
identified as variant was inoculated in embryonated eggs and using kidneys from
embryos after the first passage for the molecular identification of the virus, the vaccine
Ma5 has been detected. Therefore, the detection of the vaccine strengthens its
ineffectiveness in protecting the birds against the challenge with IBV variants exhibiting
few amino acid changes. In contrast, it was verified that the IBV obtained by the LCA
after the third passage of the clinical sample of the kidneys of chicken exhibited change
of nucleotides in 12 positions in comparison with the sequence of S1 obtained directly
from the organ. This result indicates that different distinct microenvironments exert
pressure on the IBV. Thus, IBV identification directly from clinical samples ensure the
attainment of S1 sequences with greater reliability, especially when the objective is to
perform phylogenetic studies, and reduces the chance of getting a wrong diagnosis or

inconclusive.
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1. INTRODUCAO

Infectious bronchitis virus (IBV) é uma das principais causas de perdas
econbmicas na industria avicola, afetando o desempenho de galinhas reprodutoras,
frangos de corte e poedeiras comerciais de qualquer idade.

Embora o uso de vacina tem sido atribuido diminuir a taxa de prevaléncia da
bronquite infecciosa das galinhas (BIG), novos casos de doencas associadas ao 1BV
continuam a ser relatados em planteis avicolas previamente vacinados. Para se obter
melhores resultados de vacinacdo contra o IBV, é altamente recomendado associar a
implementacdo de um rigoroso programa de biosseguridade, que pode assumir um
papel de grande relevancia na prevengao da BIG. No entanto, o0 cumprimento dessas
medidas parece ndo impedir a ocorréncia da doenca. Embora o IBV seja considerado
pouco resistente as condigdes ambientais e sensivel a maioria dos desinfetantes
comumente utilizado na avicultura, isto ndo impede a introdugdo de IBV variante
daquele utilizado como vacina no ambiente de criagéo.

Em regides avicolas densamente povoadas € inevitavel o risco de escape de
virus entre granjas proximas, o que torna esse tipo de vacinacao uma pratica de risco,
especialmente quando sao utilizadas vacinas vivas contra o IBV produzidas por
diferentes companhias e, portanto, de constituicbes genéticas diferentes.

Adicionalmente, relatos de coranavirus aviario similares geneticamente com o
IBV, bem como a prépria vacina tém sido cada vez mais frequentemente isolados de
diferentes espécies de aves de vida livre, especialmente no entorno de planteis
avicolas industriais, o que poderia constituir um ambiente importante para a
perpetuacao e uma maior disponibilidade de material genético no campo (Hughes et.
al.; 2009; Jonassen et. al., 2005; Liu et. al., 2005; Muradrasoli et. al., 2009; Woo et. al.,
2009). Isso associado a alta frequéncia de mutacdes genéticas e eventos de
recombinagdo em IBV poderia favorecer o surgimento de novas particulas virais
altamente patogénica para as galinhas.

Tem sido verificado no pais a frequente identificacdo de IBV, na maioria das
vezes em plantéis avicolas vacinados, que séo isolados de casos clinicos compativeis
com a BIG, mas com sequéncias de S1 muito semelhantes as vacinas (Fraga et al.,
2013; Chacén et al., 2011; Villarreal et al., 2010).

Diante dessas evidéncias, a presente pesquisa teve como objetivos:

e Obter a sequéncia parcial de S1 do IBV diretamente de diferentes
amostras clinicas de galinhas naturalmente acometidas pela doenca.

e Avaliar a estabilidade genética de IBV de campo isolado de amostras
clinicas de rins em ovos embrionados de galinhas SPF com aquele

identificado diretamente de amostras clinicas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras de campo

No inicio de 2013, um estabelecimento avicola que aloja um plantel de matrizes
pesadas mantido sob um rigoroso programa de biosseguridade, localizado na regiao
centro-oeste do estado de Minas Gerais, detectou um problema sanitario em um lote.
Foram enviadas dez aves sacrificadas e refrigeradas para o Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vigcosa (DVT/UFV) para diagnéstico. O médico
veterinario responsavel técnico relatou que o lote foi vacinado aos 2 dias de vida
contra o IBV estirpe Ma5, administrada via spray gota grossa, e aos 18 dias de idade
as aves apresentavam-se com sinais clinicos de espirro, polidria e alta mortalidade.
Foi realizada a necropsia das aves de forma asséptica e fragmentos de rins foram
imergidos em formol tamponado 10% e os remanescentes, bem como traqueia,
pulmdes, intestino delgado e bolsa cloacal foram colhidos separadamente para formar
um pool de cada 6rgdo sendo armazenados a -80° C até o momento do seu
processamento. Para a confeccdo das laminas histologicas de amostras clinicas de

rins procedeu-se a técnica convencional de rotina laboratorial.

2.2. Isolamento de IBV de amostras clinicas de rins

A técnica utilizada foi a considerada padrao (Gelb e Jackwood, 2008; OIE,
2013), com algumas alteracdes. Fragmentos de amostras clinicas de rins foram
inoculados em ovos embrionados de galinha SPF para o isolamento do IBV, sendo
colhidos rins e liquido corio-alantoide (LCA) dos embrides na 12 e 32 passagens
respectivamente, conforme fluxograma (Figura 8).

Um pool de pequenos fragmentos de rins de todas as aves doentes foi
macerado com o auxilio de um almofariz (gral) e pistilo esterilizados, homogeneizado
em suspensdo a 10-15% (P/V) de PBS contendo antimicrobianos (10000Ul
penicilina/mL e 10000UIl de estreptomicina/mL) e incubado a temperatura ambiente
por 60 minutos. Em seguida, a suspensao tecidual foi clarificada por centrifugacao a
1000 x g por 15 minutos a 4° C. Um volume de 200 L dessa solugao foi inoculado na
cavidade corio-alantoide de ovos embrionados de galinha SPF com 9-11 dias de
incubacao por uma pequena perfuracdo realizada na casca do ovo com o auxilio de
uma seringa estéril.

Para a 12 passagem foram utilizados 15 ovos embrionados, sendo 10
destinados ao isolamento viral e cinco como controle da infecgdo, que foram
inoculados com PBS estéril. A perfuracao realizada nos ovos foi vedada com cola
branca e retornados para a incubadora. Os ovos foram avaliados diariamente por
ovoscopia, sendo considerada inespecifica a mortalidade embrionaria ocorrida 24
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horas pos-inoculacdo (Pl), e os embrides mortos durante este periodo foram
descartados.

Decorridas 40 horas PI foi colhido 1 mL de LCA de cada um dos embrites
infectados para se obter um pool, que foi utilizado para a pré6xima passagem. Dos dez
embrides infectados na 12 passagem, cinco retornaram para a incubadora, enquanto
os demais foram resfriados a 4° C overnight por 24 horas e utilizados para a coleta dos
rins. Para a 22 e 32 passagens foram utilizados 10 ovos embrionados em cada ensaio,
sendo 5 destinados ao isolamento viral e cinco como controle da infecgdo, conforme
descrito acima, exceto que nessas passagens nao foram coletados rins de embrides.
Aos 7 dias Pl dos embrides de cada passagem, todos os ovos infectados e controles,
foram resfriados a 4°C overnight por 24 horas e 0s embrides infectados foram
analisados comparativamente com os controles para averiguar lesées sugestivas da

replicagao do virus.

Primeira Segunda
passagem passagem

L f:, ;3

Amostras
clinicas de rins
de galinhas

Figura 8- Fluxograma de inoculacdo e coleta de materiais dos embrides
infectados. (A) Primeira passagem: inoculagdo de amostras clinicas de rins de
galinhas com coleta de LCA de todos os 10 embries infectados 40 horas Pl e coleta
de rins de 5 desses embrides infectados. (B) Segunda passagem: inoculacio de LCA
colhido na 12 passagem e coleta de LCA 40 horas Pl. (C) Terceira passagem:
inoculagdo de LCA colhido na 22 passagem e coleta de LCA 40 horas Pl para
identificacdo do IBV. Ap6s a coleta do LCA nas 12, 22 e 32 passagens 0S 0OvOs
retornaram para a incubadora onde permaneceram por mais sete dias Pl para avaliar
alteragOes caracteristicas nos embrides pela replicagao do virus.

2.3. Extracao de RNA

Para a extracdo do RNA das amostras teciduais, fragmentos de traqueia,
pulmdes, rins, intestino delgado, bolsa cloacal de aves doentes, bem como de rins de
embrides apdés a 12 passagem de amostras clinicas de rins (Quadro 6), foram
macerados com um micropistilo em um microtubo juntamente com Trizol® Reagent
(Invitrogen™), conforme as especifica¢des do fabricante.

Para investigar a dindmica molecular do IBV apo6s passagem de rins de
galinhas doentes em ovos embrionados de galinha SPF, o RNA viral foi obtido do LCA
dos embrides inoculados na 12 e 32 passagens de amostras clinicas de rins obtidas no

item 2.2 utilizando-se Trizol® LS Reagent (Invitrogen™) de acordo com as
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recomendagdes do fabricante. O RNA foi ressuspenso em 50 uL de UltraPure™
DEPC-treated Water (Invitrogen™), analisado e quantificado pelo método de
fluorescéncia utilizando-se NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific) e

imediatamente utilizado na reacao de transcricao reversa.

Quadro 6: Fontes de extracdo de RNA do IBV de amostras clinicas e apds o

isolamento.
Material Extracao de RNA
1. Direto das amostras: traqueia, pulméo, intestino
delgado, bolsa cloacal e rins.
L 2. Apds uma passagem de amostras clinicas de rins:
Amostras clinicas LCA* e rins de embrides SPF.

3. Apbs trés passagens de amostras clinicas de rins:
LCA de embrides SPF.

(*) liquido corio-alantoide

2.4. Sintese de cDNA

O RNA do IBV foi retrotranscrito para cDNA no termociclador Veriti® Thermal
Cycler (Applied Biosystems). O volume final da mistura de reagdo foi de 20 L,
contendo 2 a 5 uL de RNA e a enzima SuperScript® Ill Reverse Transcriptase
(Invitrogen™) conforme recomendacdes do fabricante. Para a sintese do cDNA a ser
utilizado na PCR convencional foram usados 50 uM do oligonucleotideo S10LIGO3’
previamente descrito (Kwon et al., 1993). Os cDNA'’s foram quantificados pelo método
de fluorescéncia utilizando-se NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific) e

imediatamente utilizados.

2.5. Nested RT-PCR

A amplificacao foi realizada em duas reagbes consecutivas no termociclador
Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems). Na primeira reacdo, a RT-PCR foi
realizada em microtubos de 0,2 mL contendo 25 uL de Go Tag® Green Master Mix
(Promega), 3-5 uL de cDNA, 50 uM de cada oligonucleotideo S10OLIGOS’ e
S10LIGO3 (Kwon et al.,, 1993) e Nuclease-Free Water (Promega) para um volume
final de 50 pL. As condigbes de amplificagao foram constituidas por um ciclo de 94C
por um minuto, seguindo-se 35 ciclos (94C/ 30 segundos, 50C/ 45 segundo s e 72T/
2 minutos) e uma extensao final de 72°C por 10 minutos.

A segunda PCR (nested) foi constutuida de 25 uL de Go Tag® Green Master
Mix (Promega), 2 uL de DNA amplificado, 50 uM de cada oligonucleotideo CK2 e CK4
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(Keeler et al., 1998) e Nuclease-Free Water (Promega) para um volume final de 50 pL.
O ensaio foi executado por um ciclo de 94C por um minuto, seguindo-se 40 ciclos
(94C/ 30 segundos, 50C/ 45 segundos e 72C/ 1 minuto) e uma extensao final de

72°C por 5 minutos. Os produtos da PCR, de aproximadamente 600 pb, foram
corados com GelRed™ (Biotium) por eletroforese em gel de agarose 1,8% utilizando-
se o0 padrao molecular de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen™) e revelados com o auxilio
de um transiluminador de incidéncia de luz ultravioleta. A amplificagdo do segmento
gendmico alvo do IBV foi realizada em ftriplicata para cada amostra na mesma corrida

e os produtos foram sequenciados separadamente.

2.6. Sequenciamento e analise da sequéncia do gene S1
O sequenciamento foi realizado pela Macrogen
(http://www.macrogen.com/eng/), e as sequéncias de nucleotideos do gene S1 de
ambas as fitas foram compiladas utilizando o software CLC Genomics Workbench 7.5
(http://www.clcbio.com/blog/clc-genomics-workbench-7-5/). O  programa  BlastX
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) foi usado para pesquisa no Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para sequéncias homologas de S1 do IBV.
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3. RESULTADOS
3.1. Anadlises macro e microscopica
Na necropsia das aves apresentando sinais clinicos sugestivos da BIG foi
obsevado deposicao de urato no subcutaneo e em todas as serosas; rins aumentados

de volume, hemorrégicos e/ou péalidos e retengao de urato nos ureteres (Figura 9).

Figura 9- LesOoes macroscopicas em galinhas. (A) Deposicdo de urato no
subcutaneo (seta segmentada) e na pleura (seta continua). (B) Rins aumentados de
volume, hemorragicos e/ou palidos (seta continua) e retengdo de urato nos ureteres
(seta segmentada). Fotos do autor.

Nefrite-nefrose tipicamente ocorre em galinhas como resultado de infecgao por
IBV. Alteragbes histolégicas por essa sindrome sdo demonstradas na figura 10,
caracterizadas por degeneracdo turva e necrose de coagulagao tubular, edema
intersticial, acentuado acumulo de uratos e cilindros granulosos intratubulares,
infiltrado de células mononucleares (linfécitos e plasmdcitos) na cortical e medular. Os
glomérulos mostram-se invadidos por células inflamatérias, exibindo um quadro de

glomerulite aguda.

Figura 10- LesGes microscopicas em amostra clinica de rim. Congestao,
hemorragia e necrose focal nos tubulos urinarios (seta) e infiltragao de linfécitos no rim
de galinha com 18 dias de idade naturalmente acometida pela BIG (HE x 400). Foto do
autor.
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3.2. Isolamento de IBV em ovos embrionados de galinha SPF

O isolamento de IBV de amostras clinicas de rins foi escolhido em detrimento
dos demais devido ao fato desse 6rgao apresentar lesdes macroscépicas evidentes e
ter sido acreditado como a principal causa de morte das aves.

Apéds a terceira passagem seriada de rins de galinhas doentes, os embrides
infectados e os do grupo controle foram analisados (Figura 11). Aos 7 dias poés-
infeccdo o embrido do grupo controle exibe desenvolvimento normal (A), enquanto os
embrides infectados exibem nanismo, enrolamento e hiperemia (B), indicando

isolamento do IBV.

Figura 11: Isolamento de IBV em ovos embrionados de galinha SPF. (A) embrido
nao infectado apresentando desenvolvimento normal, (B) embrides infectados apos a
terceira passagem de rins de galinhas doentes exibindo aos sete dias pds-infeccao
nanismo, enrolamento e hiperemia. Os embrides foram desenrolados para
apresentacao. Fotos do autor.

3.3. Anadlise da sequéncia parcial de nucleotideos de S1 dos IBV

identificados diretamente de amostras clinicas

As sequéncias de nucleotideos de S1 obtidas nesse estudo diretamente de
amostras clinicas de galinhas foram comparadas com a sequéncia da vacina Ma5
original (Quadro 7).

No alinhamento foi verificado que os IBV identificados na traqueia (TR) e no
intestino delgado (ID) exibiram 100% de identidade com a vacina Ma5. No entanto,
IBV variante foi identificado em 6rgao especifico. Nos pulmdes (PU) foi identificado
IBV exibindo 4 mudancas de nucleotideos na sequéncia de S1, sendo T345C, G353T,
C389T e C426A, na comparacdo com a vacina Ma5. Na bolsa cloacal (BC) as
mudancas foram observadas em trés posicdes G353A, C426A e G537C. Nos rins (Rl)

foi verificada a maior variacdo, totalizando nove mudancas. Essas mudancas
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ocorreram nas posicdes T147A, T162C, T206C, G218A, T301C, C389T, C536A,
G614A e G669A.

Quadro 7: Alinhamento das sequéncias parciais de S1 detectadas em amostras
clinicas mostrando as posi¢des dos nucleotideos exibindo polimorfismos em relagéo a
vacina Ma5. Os polimorfismos estdo destacados em vermelho.

Posigao do
nucleotideo/ 147 162 206 218 301 345 353 389 426 536 537 614 669
Amostras
Vacina Ma5 original T T T G T T G C C C G G G
TR T T T G T T G C C C G G G
ID T T T G T T G C C C G G G
PU T T T G T c T T A C G G G
BC T T T G T T A C A C C G G
RI A c c A ¢ T G T C A G A A
TR: traqueia; ID: intestino delgado; PU: pulméo; BC: bolsa cloacal e RI: rim.

3.4. Anadlise da sequéncia parcial de aminoacidos de S1 dos IBV
identificados diretamente de amostras clinicas

A similaridade entre os aminoacidos da sequéncia parcial do gene S1 das
amostras obtidas foram avaliadas, correspondente aos residuos 43-236 da estirpe
M41 (Quadro 8). Apesar da pouca mudanga na sequéncia de nucleotideos de S1 das
amostras em comparagdo com a vacina Ma5, a maioria refletiu em alteragdo de
aminoacidos. Essas alteragcdes ocorreram entre os residuos 69 a 205 que inclui a
regiao hipervariavel 2, no entanto, nao foi verificada alteracao na regido hipervariavel 1
das amostras na comparacao com a vacina Ma5. Todas as mudancas na sequéncia
de nucleotideos de S1 verificadas na bolsa cloacal (BC) na comparacdo com a vacina
Ma5 resultaram em alteracdo de aminoacidos (3/3), sendo as alteracbes verificadas
nos coédons G118D, A179D e A205R; nos pulmbes (PU) (4/3) nos cédons G118V,
A179E e A205R. Enquanto nos rins (RI) (9/6) ocorrem alteragbes nos cdédons 169T,
G73D, Y101H, S130F, A179E e A205K. As sequéncias de aminoacidos das amostras
também foram mais similares a vacina Ma5 na comparagcdo com a estirpe de

referéncia patogénica (M41).
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Quadro 8: Alinhamento das sequéncias parciais de aminoacidos de S1 obtidas de
amostras clinicas mostrando as posicoes dos aminoacidos exibindo polimorfismos em
relacdo a vacina Ma5 e a estirpe Mass 41. A numeracao foi baseada na sequéncia S1
da estirpe Mass 41 (n° acesso M21883; GenBank). A localizacdo das duas regides
hipervariaveis identificada por Kusters et al. (1989).

Codon/ co:::'::da hipe?:gll'ia:vel 1 Regido hipervariavel 2 oo::egll'::da

Amostras 43-47 54-68 69 73 101 116-141 179 205 229-236
M ass 41 HGGAY SESNNAGSSPGCIVG T G H KYDGCPITGM LQKNFLRVSAM KNGQL A K CQYNTG
Ma5 HGGAY SESNNAGSSSGCTVG | G Y KHGGCPITGMLQQHSIRVSAMKNGQL A A CQYNTG
TR HGGAY SESNNAGSSSGCTVG | G Y KHGGCPITGMLQQHSIRVSAMKNGQL A A CQYNTG
ID HGGAY SESNNAGSSSGCTVG | G Y KHGGCPITGMLQQHSIRVSAMKNGQL A A CQYNTG
PU HGGAY SESNNAGSSSGCTVG | G Y  KHVGCPITGM LQQHSIRVSAM KNGQL E R CQYNTG
BC HGGAY SESNNAGSSSGCTVG | G Y KHDGCPITGMLQQHSIRVSAMKNGQL D R CQYNTG
RI HGGAY SESNNAGSSSGCTVG T D H KHGGCPITGM LQQHFIRVSAM KNGQL E K CQYNTG

TR: traqueia; ID: intestino delgado; PU: pulmao; BC: bolsa cloacal e RI: rim.

3.5. Anadlise da sequéncia parcial de S1 de IBV identificado apds o
isolamento de amostras clinicas de rins
Na primeira passagem de amostras clinicas de rins em ovos embrionados néao
foi detectado IBV a partir do liquido corio-alantoide (LCA), no entanto a vacina Ma5 foi
detectada nos rins de embrides (Quadro 9). Embora nao foi visualizado nenhum pico
secundario nos cromatogramas da sequéncia parcial de S1 do virus obtida
diretamente de amostras clinicas de rins que pudessem indicar a presenga da vacina.
Por outro lado, o isolamento de IBV de amostras clinicas de rins apds a terceira
passagem utilizando o LCA exibiu mudanga em 12 nucleotideos no fragmento de S1
analisado na comparacdo com aquela obtida diretamente de amostras clinicas de rins,
e somente o nucleotideo A na posigao 536 foi conservado. Em trés posigbes foram
verificadas mutacdes: T345C, G353T e C426T; enquanto os demais nucleotideos do
virus isolado reverteram para o genoétipo da vacina nas posicoes A147T, C162T,
C206T, A218G, C301T, T389C, A537G, A614G e A669G.
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Quadro 9: Alinhamento das sequéncias parciais de S1 obtidas de amostras clinicas de
rins e apds passagem em ovos embrionados. Sdo mostradas as posicdes e a
sequéncia de nucleotideos da vacina Ma5 (vermelho), do IBV detectado em amostra
clinica de rins (azul), de rins de embrido na 12 passagem e do LCA de embrido apés a
32 passagem de amostras clinicas de rins.

Posicéo do
nucleotideo/ 147 162 206 218 301 345 353 389 426 536 537 614 669
amostra

Vacina Ma5 T T T T T G Cc Cc Cc G G

o)
o)

Rins doentes A (o4 (o4 A (o4 T G T C A A A A

Rim doente

isolado em rim

de embrido T T T G T T G (o Cc Cc G G G
apbs a primeira

passagem

Rim doente

isolado em LCA

de embrido T T T G T
apbs aterceira

passagem

fe)
1=
o
1=
>
o)
o)
o)
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, um fragmento de S1 de IBV foi amplificado e identificado
diretamente de diferentes amostras clinicas de galinhas previamente vacinadas com a
vacina Ma5, mas apresentando sinais clinicos compativeis com a BIG. A excecdo da
traqueia e do intestino delgado que foi detectada a vacina Ma5, em todos os demais
orgaos analisados foi detectado IBV variante especifico em cada 6rgao. Essa grande
diversidade genética de IBV detectada em amostras clinicas indica ser reflexo de um
elevado nivel inicial de replicagdo da amostra de campo, fornecendo oportunidade
adicional para gerar virus variantes patogénicos ao hospedeiro, e reforcando a ideia
de falha de vacinagao. Portanto, esse achado tem grande relevancia por fornecer
informagdes adicionais e um melhor entendimento da complexa interacdo multifatorial
existente entre a infeccdo por IBV de campo e a galinha, podendo resultar na
manifestacdo de distintos sinais clinicos e processos patotolégicos verificados num
mesmo lote de aves acometidos pela doenca.

Ao mesmo tempo os resultados desse estudo confirmam a frequente
identificacdo de IBV variantes no Brasil, na maioria das vezes em plantéis avicolas
vacinados, que sao isolados de casos clinicos compativeis com a BIG, mas com
sequéncias de S1 muito semelhantes as vacinas (Fraga et al., 2013; Chacén et al,,
2011; Villarreal et al., 2010). No entanto, nenhum deles exibiu 100% de identidade
com aqueles ja descritos no pais. Foi preconizado que a evolucédo de IBV inclue tanto
a geracdo de diversidade genética, caracterizada por eventos de mutacdo e/ou
recombinacado que ocorrem durante a replicacéo viral, quanto o processo de selecéao
exercido pelas multiplas forgas ambientais dentro do hospedeiro sobre as inUmeras
populacées emergentes do virus (Toro et al., 2012). Portanto, parece razoavel assumir
que diferentes praticas de manejo, medidas de biosseguridade e status de saude dos
planteis verificados em distintos sistemas de producdo também poderiam exercer
diferentes forcas no processo evolutivo do virus.

A prevengdo da BIG na unidade de produgdo avicola estudada é
sitematicamente realizada em pintos na primeira semana de vida utilizando a vacina
Ma5 por spray, no entanto, alguns lotes de galinhas exibindo sinais clinicos
compativeis com a doenga sdo cada vez mais frequentes. Na verdade, muitos estudos
tém relatado as limitacdes e os incovenientes decorrentes dessa pratica.

Em varios estudos de vacinagao contra o IBV foi demonstrada a eficacia de
protecao contra desafio quando a vacinagao foi realizada no primeiro dia de vida (de
Wit et al., 2011; Cook et al., 1999). No entanto, nesses estudos uma segunda dose foi
realizada duas semanas depois, o que pode ter mascarado a ineficiéncia relativa da
resposta imune especifica apds a primovacinacdo. Esses resultados sugerem que a
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vacinacao contra o IBV em idade precoce pode nao ser totalmente protetora, e como
consequéncia os pintos permanecem vulneraveis ao desafio. Um estudo recente
demonstrou a falta de protecdo mediada por vacina no grupo de pintinhos vacinados
com 1 dia de vida e em menor extensdo no grupo vacinado com 7 dias de idade,
enquanto as aves vacinadas aos 14 dias de idade foram protegidas apds o desafio
com uma estirpe homéloga (van Ginkel et al., 2015).

Outro fator que pode influenciar a vacinacédo precoce é o nivel de anticorpos
maternos, uma questdao ndo abordada nesse estudo. No entanto, é sabido que existe
uma relacao linear com o nivel de anticorpos no plasma da galinha e a transferéncia
de IgG (IgY) para a circulagao dos pintinhos. Quando pintos de 1 dia com altos titulos
de anticorpos maternais foram desafiados com IBV foi verificado 95% de protecgao,
mas inferior a 30% quando desafiados aos 7 dias. De acordo com os autores, essa
protecao correlaciona com anticorpos respiratérios locais e ndo anticorpos séricos
(Mondal e Nagi, 2001). Isso suporta que a protecao por anticorpos maternos, que é
predominantemente do isotipo IgG, tem importancia para evitar a ativagdo de um
sistema imune imaturo, incapacitando-o de gerar uma resposta imunitaria totalmente
protetora em idade precoce da vida.

A importdncia da aplicacdo correta da vacina viva também tem sido
subestimada, especialmente quando a vacina é acidental ou propositalmente super
diluida, induzindo resposta imune de forma ineficaz. Um estudo utilizando uma ampla
variagao na dose de vacina contra o IBV da estirpe VicS (diferenca de 200 vezes)
demonstrou que a dosagem da vacina teve um efeito significativamente maior na
diversidade de subpopulagdes do virus apds a replicacdo em galinhas (Ndegwa et al.,
2014). Por outro lado, equipamentos mal regulados para vacinacdo por spray pode
exacerbar a resposta vacinal. E uma preocupacdo a maior frequéncia de sinais
clinicos e lesdes mais severas associadas a vacina contra o IBV, especialmente no
trato respiratério, aumentando assim a incidéncia de colibacilose nas aves vacinadas
(Matthijs et al., 2003).

A imunodepressdo das aves e a incidéncia de IBV provavelmente pode
também ter influéncia negativa no resultado da vacinacao, resultando em falha de
protecao adequada em galinhas vacinadas contra o virus, embora essa relacéo nao foi
investigada na atual pesquisa. No entanto, um estudo verificou que muitos surtos de
BIG ocorreu em galinhas simultaneamente mostrando hipotrofia da bolsa cloacal e/ou
do timo (Toro et al., 2006). Em ambientes de producgéo, as galinhas sdo expostas a
varios fatores de estresse e agentes infecciosos e nao infecciosos que prejudicam a
imunidade inata e adaptativa (Hoerr, 2010). Em concordancia com a literatura,
infecgcbes com o virus da doenca de Marek, virus da doenca de Gumboro e virus da
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anemia infecciosa das galinhas sdo virus endémicos, e nado infecciosos como as
micotoxinas, que sao onipresentes em sistema de producdo avicola, sdo todos
conhecidos como agentes imunodepressores (Adair, 2000; Ingrao et al., 2013;
Mahgoub et al., 2012; Singh et al.,, 2012; Yunus et al., 2012). Portanto, uma maior
diversidade viral em uma populagdo parcialmente imune proporciona uma
oportunidade adicional de adaptagdo e evasao da resposta imune (Gandon e Day,
2008; McKinley et al., 2008; Gandon e Mackinnon, 2001).

No campo, protecéo ao nivel de plantel € de maior interesse do que ao nivel de
protecéo individual, pois é importante asseguar que a vacina previna a transmissao de
virus desafio de uma ave infectada para outras do mesmo lote. Assim, um fenémeno
de “reagdo de rolagem” de vacina pouco documentado, mas amplamente aceito,
ocorre em lotes de galinhas comerciais quando menos de 100% das aves recebem a
vacina, permitindo a transmissédo repetida do virus vacinal de aves vacinadas para
aquelas ndo vacinadas. A natureza altamente infecciosa de IBV combinada com
vacinagao e re-infecgao pela vacina em um lote de galinhas, provavelmente favorece o
surgimento de variantes virais. A evidéncia para isso pode ser encontrada na
multiplicidade de virus variantes com sequéncias muito semelhantes a vacina utilizada
no lote (Nix et. al., 2000).

Muitos métodos, contemplando uma ampla variedade de técnicas atualmente
disponiveis, tém sido utilizados para detectar direto ou indiretamente o IBV. No
entanto, em relagdo a um problema clinico no campo, é imprescindivel incluir a
identificacdo do isolado envolvido, a fim de permitir a escolha de um programa de
vacinacao com melhor possibilidade de conseguir uma protecdo suficiente contra o
IBV no lote seguinte e/ou monitorar os fenbmenos de variagdo que ocorrem no Curso
da evolucéao do virus.

Embora a andlise das sequéncias de S1 exibiu alta similaridade ao nivel de
nucleotideos com a vacina Ma5, todas as amostras de IBV detectadas nesse estudo
exibiram mudanca de aminoacido, que em dultima analise reflete em diferencas
antigénicas e fenotipicas do virus. Portanto, esse achado tem grande importancia sob
o ponto de vista aplicado porque ele ilustra o potencial repertério antigénico, e
principalmente patogénico, que a infecgdo por IBV de campo pode imputar sobre um
lote de galinhas. Nesse lote acometido pela BIG foi relatada alta taxa de mortalidade e,
embora o0 maior acometimento dos rins pode ter sido a principal causa, essas aves
também apresentavam sinais clinicos extra-renais, tais como transtornos respiratorio e
digestivo. O fato das sequéncias de S1 dos virus de campo serem mais similares a
vacina Ma5 utilizada nesse lote de galinhas na comparagcdo com a estirpe de
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referéncia patogénica (M41), que € intimamente relacionada genética e
antigenicamente com a vacina, nao esta em desacordo com a literatura.

Estudos reportando o nivel de homologia no gene S1, ou uma parte dele, e o
nivel de protegdo cruzada mostraram que, em geral, existe grande chance de bom
nivel de protecdo cruzada entre estirpes com um alto nivel de homologia do que entre
estirpes com baixa homologia. No entanto, as pesquisas também mostram que a
relacdo ndao é muito forte. Algumas estirpes que diferem por somente uma pouca
porcentagem de outras estirpes na parte sequenciada de S1 mostraram uma queda
significante em protecdo cruzada, enquanto que houve um alto nivel de protecao
cruzada contra outras estirpes com homologia mais baixa. Os resultados também
mostram uma ampla variacao no nivel de protecdo cruzada que é obtida para estirpes
com o mesmo nivel de homologia em comparacao com as estirpes que sao usadas
como vacinas (Abdel-Moneim et. al., 2006; Meir et al, 2004). No entanto, uma
limitagdo que necessita ser considerada é o tamanho e a localizagdo diferente na
regiao S1 de IBV que diferentes grupos de pesquisas usam para suas analises € 0
nivel de homologia.

Ainda, as proteinas S1 das estirpes Beaudette e M41 de IBV possuem 95% de
similaridade de aminoacidos. Quando galinhas foram inoculadas com um IBV
Beaudette recombinante expressando S1 da estirpe M41, uma boa protecao foi
induzida contra o desafio com a M41, conforme avaliado pela atividade ciliar. Em
contraste, a inoculacdo com a estirpe Beaudette induziu muito pouca protecao contra o
desafio com a M41, sugerindo que alguns dos poucos aminoacidos que diferem entre
as duas estirpes estdo associados com epitopos indutores de protecdao (Hodgson et
al., 2004). Outro estudo demonstrou que alguns isolados da estirpe D274 de IBV que
possuem ao nivel de S1 uma identidade de nucleotideos 297% e similaridade de
aminoacidos 295% foram estimadas como sendo de diferentes sorotipos por testes de
neutralizacido utilizando culturas de érgaos de traqueia (Cavanagh et al., 1992; Cook e
Huggins, 1986; Cook, 1984).

O estudo de protecdo cruzada utilizando galinhas SPF é o sistema mais
importante sob o ponto de vista pratico, presumivelmente porque ele avalia a resposta
imune completa (humoral e celular) e, portanto, fornece informacdo mais confiavel
sobre a eficacia de uma vacina. Como demonstrado no presente estudo, uma ampla
diversidade antigénica foi verificada entre as amostras de campo de IBV infetando
orgaos especificos das galinhas acometidas pela doenca dentro de um mesmo lote.
Embora essas amostras do virus poderiam compartilhar epitopos na imunidade
cruzada, seria importante avaliar todas. No entanto, esse estudo é intensivamente

laborioso, caro e requer um grande numero de galinhas e facilidade de isolamento.
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O mais comum para o diagndstico de rotina, além é claro do histérico, sinais
clinicos e achados anatomopatolégicos sugestivos da doenca, é o isolamento de IBV
em ovos embrionados de galinha SPF para conseguir quantidades suficientes do
genoma viral e utilizar o liquido corio-alantoide do embridao para a amplificacdo do
gene de interesse do virus na RT-PCR, mais frequentemente da glicoproteina S1 (total
ou parcial), seguido pelo sequeciamento. Sdo necessarias trés ou mais passagens em
ovos embrionados para o isolamento primario de IBV; no entanto, o grau de mutacao
do virus é relatado aumentar drasticamente quando o niUmero de passagens aumenta
(Liu et al., 2009). E conhecido também que somente estirpes adaptadas a ovos
embrionados induzem lesées embrionarias evidentes, e que alguns isolados de campo
de IBV nao induzem lesdes caracteristicas durante varias passagens (de Wit, 2000).

Como verificado nesse estudo, quando amostras clinicas de rins de galinhas
infectados com IBV identificados como variantes foram inoculadas em ovos
embrionados para o isolamento e utilizando rins de embrides apds a 12 passagem
para a identificagdo molecular do virus, somente a vacina Ma5 foi detectada. Uma
possivel explicacdo pode ser devido ao fato do IBV existir como uma mistura de
mutantes genéticos dentro de um isolado. Como o sequenciamento detecta a
subpopulacao predominante em uma amostra é possivel que a proporcdo da vacina
em amostras clinicas de rins de galinhas estivesse baixa o suficiente para nao ser
detectada por sequenciamento dos produtos da RT-PCR. Por outro lado, a detecgéao
da vacina em rins de embrido, provavelmente, seja devido a vacina ser altamente
adaptada ao embrido e, portanto, sua replicagdo deve ter sido favorecida em
detrimento do virus variante.

Em contrapartida, foi verificado que o IBV obtido do LCA de embrides apés a 32
passagem de amostras clinicas de rins de galinhas exibiu significativas alteracdes
genéticas na comparagdo com a sequéncia de S1 obtida diretamente do 6rgao. A
variagao genética especialmente na sequéncia de S1 de IBV de campo passado em
ovos embrionados é bem documentada, no entanto essa variacdo €& mais
frequentemente verificada ap6s um ndmero maior de passagens para a atenuagao do
virus. Esse resultado indica que amostras de IBV de campo pode ter comportamento
genético diferente, sendo concebivel que esses virus se deparam com microambientes
diferentes e, portanto, passiveis de selecao e/ou mutacao.

A analise da sequéncia de um isolado de campo (estirpe 793/B) atenuado ap6s
passagens em ovos embrionados, seguido por uma passagem em galinhas e
novamente uma passagem em ovos embrionados revelou selegéo de nucleotideos em
S1 nos virus passados em galinhas e em ovos embrionados. Os autores sugerem que
o isolado de campo era composto por uma mistura de duas subpopulagbées de IBV,
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sendo que a subpopulacdo inferior na amostra de campo foi selecionada para
embrides, enquanto a predominante foi selecionada para galinhas (Cavanagh et al.,
2005).

Sendo assim, a isolamento de IBV de amostras clinicas em ovos embrionados
para identificagdo podem nao confirmar o papel do virus detectado como o agente
causador de um surto de doenca. Adicionalmente, o isolamento de IBV em ovos
embrionados de galinha SPF é trabalhoso, demorado e caro, além de estarem em
desacordo com a nova filosofia de pensamento sobre os principios de bem-estar
animal e bioética, embora ainda existam situacbes em que eles simplesmente nao
podem ser substituidos. Portanto, é valido tentar identificar IBV diretamente de
amostras clinicas para obter sequéncias gendmicas com mais confiabilidade,
especialmente quando o objetivo é efetuar estudos filogenéticos. Caso contrario, a
obtencdo de sequéncia gen6mica de IBV apds o isolamento em ovos embrionados
pode ser uma adicao de variacéo para esses dados.

5. CONCLUSOES

Conforme verificado nesse trabalho, a identificacdo de IBV pode ser
conseguida diretamente de amostras clinicas e que subpopulacées do virus séo
detectadas em 6rgaos especificos de galinhas acometidas pela doenga dentro de um
mesmo lote.

O isolamento de IBV de amostras clinicas em ovos embrionados, mesmo que

utilizando poucas passagens, pode sofrer mutacées em S1.
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CAPITULO Ill - ESTABELECIMENTO DE INFECCAO PERSISTENTE E EVIDENCIA
DE TRANSMISSAO VERTICAL DE ESTIRPE VACINAL Ma5 DE
Infectious bronchitis virus

RESUMO

A persisténcia de IBV em um lote de galinhas em final do ciclo de producao,
previamente vacinado com a vacina Ma5 e naturalmente acometido pela doenca na
fase inicial de vida, foi investigado. Para compor esse estudo, diferentes érgaos de
galinhas aparentemente saudaveis foram pesquisados para a presenca do virus. A
vacina Ma5 foi detectada no intestino delgado, rins e oviduto dessas aves. No entanto,
um IBV variante, denominado aqui como TC/15, exibindo significativa variacdo
genética na sequéncia parcial de S1 na comparacdo com a vacina Ma5 e aquelas
identificadas nos diferentes 6rgdos das aves na época da doenca, foi detectado nas
tonsilas cecais. Devido a grande variacdo genética exibida por esse virus, ele foi
agrupado na arvore filogenética no grupo/sorotipo (BR-I) distinto do sorotipo da vacina
e das demais amostras (Mass), previamente descrito. Como esperado, essa variacao
genética também refletiu de forma significativa na sequéncia de aminoacidos de S1.
Adicionalmente, embrides vivos com 18 dias de incubacao oriundos desse lote foram
utilizados para a detecgéao e identificagcao de IBV. Utilizando o LCA desses embrides a
vacina Ma5 foi detectada. Embora nao foi possivel verificar a proporcao de embrides
que estavam infectados pela vacina, devido a utilizacdo de um pool/ do LCA, esse
achado tem grande relevancia em termos praticos. Tomados juntos, esses resultados
sugerem que, além da vacina, outra (s) subpopulagao (s) de IBV podem persistir por
longos periodos no hospedeiro e, pelo menos em galinhas em final de producado a
vacina Ma5 pode ser transmitida verticalmente. A significancia da persisténcia desses
virus, bem como da transmissao vertical, embora especulativa, sdo discutidos.
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CHAPTER Ill- ESTABLISHMENT OF PERSISTENT INFECTION AND EVIDENCE OF
VERTICAL TRANSMISSION OF VACCINE STRAIN Ma5 of Infectious bronchitis

virus

ABSTRACT

The persistence of IBV in a flock of broiler breeders at the end of the production cycle,
previously vaccinated with the vaccine Ma5 and naturally affected by illness in early
stage of life, was investigated. For this study, different organs of apparently healthy
chicken were researched for the presence of the virus. Ma5 vaccine was detected in
the small intestine, kidneys and oviduct of these birds. However, a variant IBV, referred
to herein as the TC/15, exhibiting significant genetic variation in the partial sequence
S1 in comparison with the Ma5 vaccine and those identified in the different organs of
the birds at the time of disease, was detected in the cecal tonsils. Due to the great
genetic variation displayed by this virus, it was clustered in the phylogenetic analysis
with the previously characterized BR-I genotype strains, different from the serotype of
the vaccine and the other samples (Mass). As expected, this genetic variation also
reflected significantly in the amino acid sequence of S1. Additionally, living embryos
with 18 days of incubation originating from this flock were used for the detection and
identification of IBV. Using the LCA of these embryos the vaccine Ma5 was detected.
Although it has not been possible to ascertain the proportion of embryos that were
infected by the vaccine, because the use of a pool of LCA, this finding has great
importance in practical terms. Taken together, these results suggest that, in addition to
the vaccine, other subpopulation (s) of the IBV can persist for long periods in the host
and, at least in chickens at the end of production the vaccine Ma5 can be transmitted
vertically. The significance of the persistence of these viruses, as well as vertical
transmission, although speculative, is discussed.
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1. INTRODUCAO

Alguns trabalhos experimentais tém verificado a capacidade de IBV vacinal
estabelecer infeccdo por longos periodos de tempo em galinhas, enquanto outros
detectaram concentragcdo de RNA do virus aumentada e mais persistente em galinhas
sofrendo de imunodepressao a nivel de campo (Toro et al., 2006; Nagqi et al., 2003).

Ao mesmo tempo que os resultados de pesquisas experimentais demonstram
que a presenca de anticorpos no tempo da infeccdo protegem 6rgaos internos de
infeccao contra o IBV, eles verificam a eliminacdo e persisténcia a longo prazo em
tecidos especificos de galinhas infectadas com a vacina.

E evidente que a persisténcia e eliminagdo de IBV por longos periodos de
tempo em galinhas tem grandes implicacbes no controle dessa infeccdo, e o
entendimento desse fenbmeno ainda ndo esta claro. Muitos trabalhos tém especulado
que a persisténcia pode favorecer os fenbmenos de mutacdo e/ou recombinacao,
permitindo a evolugdo do virus para um fenétipo virulento (Toro et al., 2012). Além
disso, essa maior diversidade viral pode elevar a complexidade da epidemiologia,
dificultando ainda mais a interpretacdo das diferentes manifestacdes clinicas e o
diagndstico da BIG.

O papel da transmissdo vertical na epidemiologia de IBV também nao esta
comprovado em nivel de campo, provavelmente, muito se deve a falta de estudos
nessa area. No entanto, em galinhas infectadas experimentalmente o virus foi
recuperado a partir de ovos postos entre uma e 6 semanas apos a infeccao, bem
como o virus foi isolado a partir de de uma pequena quantidade de pintos de um dia
dessas galinhas (Cook, 1971).

Diante dessas evidéncias, parece razoavel investigar se galinhas previamente
vacinadas e acometidas pela BIG podem atuar como reservatério ou estabelecer
infeccao persistente por IBV. Embora ndo seja possivel determinar pesisténcia de IBV
em nivel de campo, em funcédo das iniUmeras fontes possiveis de introdugao do virus,
€ esperado obter importantes informagdes na relagdo virus/hospedeiro e a tendéncia
evolutiva dos potenciais IBV detectados.

Para explorar essa investigacao, diferentes 6rgaos de galinhas em final de
producdo e liquido corio-alantoide de embrides vivos com 18 dias de incubagéao
oriundos desse lote foram utilizados como fonte de RNA genémico de IBV para a
deteccéo e identificagdo molecular.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras de campo

Ao final do ciclo de producgéo do lote de matrizes (52 semanas — 364 dias de
idade) estudado na presente pesquisa, que foi previamente vacinado com a vacina
Ma5 aos 2 dias de vida e acometido pela BIG aos 18 dias de idade, foi relatado um
indice zootécnico inferior desse lote em comparacdo com outros na mesma
propriedade, caracterizado por menor producdo e qualidade de ovos, taxa de
fecundidade e eclodibilidade, apesar das aves terem sido vacinadas contra diferentes
agentes infecciosos, incluindo um reforgo de vacina inativada contra o IBV. Para tanto,
cinco galinhas sacrificadas e refrigeradas foram enviadas ao DVT/UFV. Embora a
necropsia nao foi visualizada nenhuma lesdo macroscépica, foram coletados rins,
intestino delgado, tonsilas cecais e oviduto sob a forma de pool para formar um
conjunto de cada 6rgdo, que foram armazenados a -80°C. Além disso, dez ovos
embrionados vivos desse lote (18 dias de incubacao) foram refrigerados a 4°C por 24
horas e coletado aproximadamente um mililitro de liquido cério-alantoide de cada
embrido para formar um pool e armazenado a -80°C até o momento do seu

processamento.

2.2. Extracdo de RNA

Para a extracdo do RNA das amostras teciduais, fragmentos de rins, intestino
delgado, tonsilas cecais e oviduto das galinhas foram macerados com um micropistilo
em um microtubo juntamente com Trizol® Reagent (Invitrogen™), conforme as
especificagdes do fabricante. Do LCA dos embrides obtidos no item 2.1, o RNA viral
foi extraido utilizando-se Trizol® LS Reagent (Invitrogen™) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O RNA foi ressuspenso em 50 uL de UltraPure™
DEPC-treated Water (Invitrogen™), analisado e quantificado pelo método de
fluorescéncia utilizando-se NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific) e

imediatamente utilizado na reacao de transcricdo reversa.

2.3. Sintese de cDNA

O RNA do IBV foi retrotranscrito para cDNA no termociclador Veriti® Thermal
Cycler (Applied Biosystems). O volume final da mistura de reagdo foi de 20 L,
contendo 2 a 5 uL de RNA e a enzima SuperScript® Ill Reverse Transcriptase
(Invitrogen™) conforme recomendacdes do fabricante. Para a sintese do cDNA a ser
utilizado na PCR convencional foram usados 50 uM do oligonucleotideo S10LIGO3’
(Kwon et al., 1993). Os cDNA’s foram quantificados pelo método de fluorescéncia
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utilizando-se NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific) e imediatamente

utilizados.

2.4. Nested RT-PCR

A amplificacao foi realizada em duas reagbes consecutivas no termociclador
Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems). Na primeira reagdo, a RT-PCR foi
realizada em microtubos de 0,2 mL contendo 25 uL de Go Tag® Green Master Mix
(Promega), 3-5 uL de cDNA, 50 uM de cada oligonucleotideo S10OLIGOS’ e
S10LIGO3 (Kwon et al.,, 1993) e Nuclease-Free Water (Promega) para um volume
final de 50 pL. As condigbes de amplificagao foram constituidas por um ciclo de 94C
por um minuto, seguindo-se 35 ciclos (94C/ 30 segundos, 50C/ 45 segundo s e 72T/
2 minutos) e uma extensao final de 72°C por 10 minutos.

A segunda PCR (nested) foi constutuida de 25 uL de Go Tag® Green Master
Mix (Promega), 2 uL de DNA amplificado, 50 uM de cada oligonucleotideo CK2 e CK4
(Keeler et al., 1998) e Nuclease-Free Water (Promega) para um volume final de 50 pL.
O ensaio foi executado por um ciclo de 94C por um minuto, seguindo-se 40 ciclos
(94C/ 30 segundos, 50C/ 45 segundos e 72C/ 1 minuto) e uma extensao final de
72°C por 5 minutos. Os produtos da PCR, de aproximadamente 600 pb, foram corados
com GelRed™ (Biotium) por eletroforese em gel de agarose 1,8% utilizando-se o
padrao molecular de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen™) e revelados com o auxilio de
um transiluminador de incidéncia de luz ultravioleta. A amplificacdo do segmento
gendmico alvo do IBV foi realizada em triplicata para cada amostra na mesma corrida

e os produtos foram sequenciados separadamente.

2.5. Sequenciamento e analise da sequéncia do gene S1

@] sequenciamento foi realizado pela Macrogen
(http://www.macrogen.com/eng/), e as sequéncias de nucleotideos do gene S1 de
ambas as fitas foram compiladas utilizando o software CLC Genomics Workbench 7.5
(http://www.clcbio.com/blog/clc-genomics-workbench-7-5/). O  programa  BlastX
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) foi usado para pesquisa no Genbank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) para sequéncias homologas de S1 do IBV.

Para estabelecer a relacao evolutiva entre as amostras de IBV sequenciados
no presente estudo foi montado um banco de dados com 39 sequéncias parciais do
gene S1 do virus. Esse banco de dados contemplou 7 sequéncias parciais
identificadas nesse estudo juntamente com sequéncias de isolados brasileiros
previamente descritos (BR-I e BR-Il) e algumas estirpes de referéncia depositadas no

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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Um total de 39 sequéncias de nucleotideos foram alinhadas utilizando a
plataforma online de alinhamento mudltiplo global (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/),
comparando diferentes ferramentas (CLUSTAL W, MAFFT e MUSCLE), a fim de obter
o resultado mais aproximado do alinhamento 6timo das sequéncias dos dois bancos
de dados. Todas as ferramentas utilizadas apresentaram o mesmo resultado e, por
convencao, foi escolhido o algoritmo MUSCLE para o alinhamento das sequéncias.
Apo6s o alinhamento, todas as lacunas foram removidas para cada par de sequéncias e
um total de 451 sitios foram obtidos para cada sequéncia no banco de dados final.

A construcdo da arvore filogenética foi conduzida no aplicativo MEGA 6
(TAMURA et al., 2013). As sequéncias foram agrupadas pelo método de distancia por
agrupamento, utilizando o algoritmo Neighbor-joining e o modelo de substituicdo de
nucleotideos de Kimura- 2- parametros. A consisténcia estatistica foi calculada por
10.000 repeticdes pelo método de bootstrap.

62


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/),

3. RESULTADOS

3.1 Analise da sequéncia parcial de S1 dos VBIG

Um segmento de S1 de IBV foi amplificado diretamente de intestino delgado,
rins, tonsilas cecais e oviduto de galinhas e no LCA de embrites viaveis com 18 dias
de incubacao oriundos desse lote. As sequéncias parciais de S1 de IBV obtidas no
intestino delgado, rins e oviduto de galinhas, bem como do LCA de embrides foram
alinhadas com a vacina Ma5 e foi verificado 100% de identidade de nucleotideos.

Entretanto, nas tonsilas cecais foi detectado IBV variante, denominado aqui
como TC/15, exibindo significativa variacdo genética. Além disso, foi verificada na
regido hipervariavel 2 do gene S1 do virus TC/15 inser¢cbes de aminoacidos em duas
posicbes (Quadro 10). Em uma das posicoes foi verificada a insercdo de 2
aminoacidos entre as posigées 118 e 119 (ST) e mais 5 aminoacidos entre as
posicoes 140 e 141 (NGPSG), baseado na sequéncia de aminoacidos da estirpe Mab.

Quadro 10: Alinhamento da sequéncia parcial de aminoacidos de S1 de IBV
identificados em 6rgaos de galinhas em final do ciclo de producédo. A sequéncia de
aminoacidos € baseada na estirpe de referéncia Ma5 (116-141) e as insercbes de
aminoacidos na sequéncia S1 do virus TC/15 sdo mostradas em negrito.

Amostra Regiao hipervariavel 2
Ma5 KHG- - GCPITGMLQQHSIRVSAMKNGQ- - - - - L
ID KHG- - GCPITGMLQQHSIRVSAMKNGQ- - - - - L
RI KHG- - GCPITGMLQQHSIRVSAMKNGQ- - - - - L
oV KHG- - GCPITGMLQQHSIRVSAMKNGQ- - - - - L
LCA KHG- - GCPITGMLQQHSIRVSAMKNGQ- - - - - L
TC/15 KSGSTACPLTGLIPQNHIRISAMKQGNNGPSGL

ID: intestino delgado; RI: rins; OV: oviduto; LCA: liquido corio-alantoide e TC/15:
tonsilas cecais

1.2. Construcao e analise da arvore filogenética

O programa BlastX (http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) foi usado para
pesquisa no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para sequéncias homélogas,
sendo verificada alta similaridade genética entre o virus TC/15 e outros IBV variantes
previamente descritos no pais.

Para a construgao da arvore filogenética foram utilizadas a sequéncia parcial
de S1 de IBV identificado nas tonsilas cecais das galinhas ao final do ciclo de
producao (TC/15), as sequéncias parciais de nucleotideos de S1 obtidas diretamente
de amostras clinicas de galinhas desse lote na época em que foram acometidas pela
doenca (traqueia: TR, pulmao: PU, rins: RI, intestino delgado: IN e bolsa cloacal: BC),
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bem como, alguns isolados brasileiros previamente descritos e algumas estirpes de
referéncia recuperadas do GenBank (Figura 12).

Conforme demonstrado na arvore filogenética, os virus identificados
diretamente de amostras clinicas de galinhas (TR, PU, RI, IN, BC) exibiram alta
similaridade na sequéncia parcial de S1 com a vacina Ma5 e, portanto, foram
agrupados no genotipo Massachusetts (Mass). Por outro lado, o virus TC/15 mostrou
alta variacdo na sequéncia parcial de S1 na comparagdo com a vacina Mab5,
mostrando acentuda divergéncia do genoétipo Mass, sendo, portanto, agrupado com
outras estirpes previamente caracterizadas no genétipo BR-I. (Fraga et al., 2013;
Chacon et al., 2011; Villarreal et al., 2010).
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Figura 12: Relacao filogenética de Infectious bronchitis virus. A arvore mostra a
relagdo entre os IBV identificados diretamente de amostras clinicas de traqueia (TR),
intestino delgado (IN), pulmdes (PU), rins (RI) e bolsa cloacal (BC) na época em que
as aves foram acometidas pela doenca, o virus identificado nas tonsilas cecais das
galinhas ao ciclo de produgdo (TC/15), alguns isolados brasileiros previamente
descritos e estirpes de referéncia recuperados do GenBank.
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4. DISCUSSAO

A dindmina biolégica e molecular de IBV foi estudada a nivel de campo em um
plantel de matrizes que foi previamente vacinado aos dois dias de vida com a vacina
Ma5 e acometido na fase inicial de criacao pela BIG aos 18 dias de idade.

Na época da doencga clinica uma variedade de espécies de RNA do IBV foi
identificada, sugerindo que a falha de vacinagao permitiu um elevado nivel inicial de
replicacdo da amostra de campo, fornecendo oportunidade adicional para gerar essa
grande diversidade genética do virus, aumentando assim o repertorio patogénico.
Essa hipotese é sustentada pela identificacdo de subpopulacbes de IBV distintas
daquelas identificadas na vacina original, que foram identificadas infectando 6rgaos
especificos. No entanto, todos os IBV exibiram sequéncia de S1 muito semelhante a
vacina Ma5 e, portanto, foram agrupados na arvore filogenética no mesmo genotipo da
vacina (Mass), juntamente com outros IBV variantes previamente descritos no pais
acometendo planteis galinhas (Fraga et al., 2013; Chacon et al., 2011; Villarreal et al.,
2010).

Em contrapartida, quando as galinhas desse lote atingiram o final de producéo
(52 semanas de idade), a vacina Ma5 foi detectada no intestino delgado, rins e
oviduto. No entanto, nenhuma das subpopulacoes de IBV identificadas nos érgaos das
aves desse lote quando foram severamente acometidas pela BIG, foi detectada nas
galinhas no final do ciclo de produgdo. Como as galinhas foram vacinadas antes de
serem acometidas pela doencga, esse achado sugere que a debelacdo da infec¢do por
essas subpopulagbes (patogénicas) parece estar mais associada com a resposta
imune induzida por esses proprios virus do que necessariamente pela vacina.

Além da deteccdo da vacina Ma5 na maioria dos 6rgaos dessas galinhas ao
final do ciclo de producédo, uma outra subpopulacédo de IBV, denominada aqui como
TC/15, foi identificada nas tonsilas cecais. O virus TC/15 exibiu consideravel variacao
genética na sequéncia parcial de S1 na comparagdo com a vacina Ma5 e os demais
virus variantes detectados na fase clinica da doenca. Devido a grande variacdo
genética exibida por esse virus, ele foi agrupado na arvore filogenética no
grupo/sorotipo BR-I previamente descrito (Fraga et al., 2013; Chacén et al., 2011;
Villarreal et al., 2010), distinto do sorotipo da vacina e dos demais virus identificados
em amostras clinicas no presente estudo (Mass).

Por outro lado, é curioso que o virus TC/15 exibiu alta similaridade genética
com os outros previamente descritos no grupo BR-I, que foram isolados de galinhas
com doenga clinica. A pequena diferenga na sequéncia de nucleotideos em S1
verificada entre o virus TC/15 e os demais do grupo BR-I, parece ter conferido uma
vantagem seletiva, visto que o virus TC/15 foi detectado em galinhas aparentemente
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saudaveis. Como o processo de imunidade é resultado de desafios imunogénicos
vividos pela galinha por meio de exposi¢cao a patdégenos, incluindo o IBV, conclui-se
que galinhas mais velhas tendem a produzir maior concentragdo e melhor qualidade
de imunoglobulinas quando comparadas aos pintos. Portanto, a deteccdo do virus
TC/15 sugere que a evolucdo do IBV ndo cessa, mas sim parece alterar ou seguir
caminhos diferentes (Toro et al., 2012), evoluindo para um genétipo mais adaptado ao
hospedeiro.

Essa hipotese esta totalmente em acordo com os coronavirus de mamiferos
que tém mostrado sofrer constante mudancga genética durante persisténcia in vivo
(Adami et al., 1995). De fato, uma variedade de formas variantes do virus da hepatite
murino (MHV) foi isolado de camundongos persistentemente infectados (Rowe et al.,
1997). Nesse estudo, 11 dos vinte camundongos persistentemente infectados
abrigavam variantes exibindo delegcdo em S1, indicando que delegcdes sdao comuns
durante infeccéo persistente, mas nao requerida para estabelecer persisténcia (Rowe
et al., 1997). Além disso, foi verificado que cada camundongo abrigava variantes
distintos em seu sistema nervoso central, ilustrando a complexidade da populacao de
virus de RNA persistentes que podem contribuir para a doencga cronica.

Na percepcao atual do processo evolutivo, os mecanismos responsaveis pela
geragao de variabilidade genética constituem-se na producdo de variacdo em cada
geragao, sendo os variantes genéticos ou fenotipicos adequados expostos ao
processo de selecdo. Portanto, qualquer individuo, e por analogia o IBV, favorecido
por essa selecado de gendtipos ira contribuir para o pool de genes que estara apto a se
espalhar nas futuras geragbes e, assim, aumentar a adaptacdo da populagdo como
um todo (Mayr, 1988). Consistente com esses principios, a persisténcia da infeccao
por determinadas populagées de RNA de IBV detectadas no presente estudo indica
que essas populagdes possuem um mecanismo altamente sofisticado para escapar do
sistema imune. Do ponto de vista evolutivo, o escape imunoldgico confere uma
vantagem seletiva, o que seria de interesse do virus e estabelecer uma relacao estavel
e de longo prazo com o hospedeiro, tendendo ao comensalismo.

Embora assumida a persisténcia do virus TC/15, a sua detecgdo nao exclui a
possibilidade de ter sido amplificado o RNA inativado, e no presente estudo esse virus
nao foi isolado para avaliar sua viabilidade. No entanto, isso nao explicaria
completamente porque os demais RNA’s dos virus detectados na fase clinica da
doenca nao foram amplificados. Um estudo, ainda que de forma empirica, sugere uma
possivel explicacdo para a persisténcia viral que poderia ser aplicado e parece ajudar

a explicar esse fené6meno.
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E geralmente acreditado que individuos que reconhecem uma variedade de
epitopos diferentes tem um melhor controle imune do que individuos que respondem
por somente um epitopo. No entanto, um estudo transversal em individuos infectados
por HIV-1 sugere que o inverso pode ser verdade, porque a persistente resposta a
multipos epitopos € uma consequéncia de variagcao antigénica (Nowak et al., 1995).
Um tipico antigeno proteico contém varios epitopos que podem ser reconhecidos por
linfocitos T citotdxico (CTL), no entanto em uma resposta imune antiviral caracteristica
in vivo, os CTL reconhecem somente um pequeno nimero desses potenciais epitopos,
algumas vezes somente um deles (Schaeffer et al.; 1989; Adorini et al.; 1988). Esse
complexo fendmeno é conhecido como imunodominancia, ou seja, uma competicao
nao linear entre o sistema imune e os mdltiplos epitopos de um patégeno
geneticamente variavel. Variacdo antigénica dentro dos epitopos que estimulam os
CLT foi verificada para muitos virus, e esse escape antigénico pode ser responsavel
para a persisténcia viral. Portanto, é possivel que a vacina Ma5 e o virus TC/15
detectado nas galinhas ao final do ciclo de producao representem subpopulacdes de
IBV selecionadas de genomas persistentes.

Populacdo de patégeno antigenicamente homogénea estimula uma resposta
imunodominante contra um simples epitopo, enquanto uma populacado de patdgeno
antigenicamente heterogénea induz respostas flutuantes complicadas contra mdaltiplos
epitopos. A variacdo antigénica no epitopo dominante pode mudar a resposta para o
epitopo mais fraco e, portanto, altera a pressao seletiva na populacao do patégeno
como um todo e reduz o controle do patégeno (Nowak et al., 1995). O conceito de
mudanca de imunodominancia em resposta a variagao antigénica poderia também
explicar porque a infecgao pela virus TC/15 foi detectada restritamente nas tonsilas
cecais. Eles podem se manter restritos e/ou em baixos niveis porque a pressao
seletiva nessa populacdo mudou com uma resposta imune alterada para a vacina Ma5
na época da avaliagéo.

E evidente que a persisténcia e eliminagdo de IBV por longo periodo de tempo
em galinhas tem grandes implicagcbes no controle dessa infeccdo, e a significAncia
desses fendmenos ainda nao esta clara, bem como, o papel da transmissao vertical na
epidemiologia de IBV também nao esta totalmente estabelecido. Portanto, um estudo
adicional foi realizado objetivando verificar se é possivel detectar IBV em ovos
embrionados oriundos dessas galinhas persistentemente infectadas. Embora a
infeccao de ovos embrionados com estirpes vacinais de IBV matam o embrido poucas
horas apos a infecgdo, no presente estudo a vacina Ma5 foi detectada no LCA de
embrides viaveis com 18 dias de incubacao.
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Consistente com esse achado, a transmissao vertical de IBV em galinhas foi
suspeitada em um caso clinico de campo (McFerran et. al., 1971). Também existe
relato da suspeita da transmissao de coronavirus aviario em avestruz (Villareal et. al.,
2008). Em nivel experimental, o IBV foi recuperado a partir de ovos postos entre uma
e 6 semanas apos a infeccdo de galinhas, bem como o virus também foi isolado a
partir de pintos de um dia dessas aves (Cook, 1971).

O papel dos galos na disseminagcédo de IBV em lotes de matrizes, embora de
grande importancia, ainda é em grande parte desconhecido. No entanto, foi verificado
que o virus replica nos testiculos de galos (Villarreal ef al., 2007a), e existe evidéncia
experimental demonstrando que a transmissao venérea do virus em galinhas é viavel,
e galinha inseminada com sémen infectado pelo virus foi positiva para o0 RNA viral na
traqueia (Gallardo et al., 2011).

A detecgdo da vacina Ma5 em embribes viaveis, provavelmente, reflete a
natureza apatogénica da vacina. Por outro lado, o fato de somente a vacina Ma5 ter
sido detectada em ovos embrionados de galinhas em final de produgéo, nao exclui a
possibilidade da transmissao do virus TC/15. Essa hipétese é sustentada por pelo
menos duas razdes: 1) pela presenca abaixo do limiar de deteccdo da RT-PCR e, 2)
pelo fenbmeno de oscilagao imunoldgica descrito acima, ou seja, no momento em que
os ovos foram analisados a resposta imune das galinhas estava direcionada para esse
virus e, portanto, inibindo sua replicagdo. Um estudo monitorando a excrecao de IBV
em galinhas experimentalmente infectadas verificou que a excregédo do virus nao foi
continua, e algumas das aves re-excretaram o virus depois de uma pausa na
eliminacao de até 42 dias (Nagqi et al., 2003).

A significancia da transmissao vertical tem grande importancia no controle da
BIG, mas esse fendbmeno parece ser de importancia negligenciada. Uma analogia para
uma dessas consequéncias foi a investigacdo da possibilidade de recombinagao
gendmica entre diferentes estirpes de IBV pela co-infeccao de ovos embrionados de
galinha SPF com estirpes vacinais do virus (Arkansas, Massachusetts e Connecticut)
separadamente, com um virus de campo Delaware-072, sendo observada
recombinagao entre a estirpe Massachusetts e a amostra de campo (Estevez et al,,
2003).

Nessa pesquisa ndo foi realizado um estudo fenotipico para as populacées de
RNA de IBV persistentes e, portanto, necessitam ser melhor investigadas. No entanto,
esse achado abre um novo aspecto na epidemiologia do virus. Na visdo atual do
processo infeccioso ha a percepcdo de que ocorre uma interacdo multifatorial e
complexa entre o IBV e a galinha (Figura 13). Essa interacdo pode resultar na

68



manifestacdo de sinais clinicos, na eliminagdo da estirpe patogénica, ou mesmo na

conversao do individuo em portador.

5. CONCLUSOES
Dentre as hip6teses que foram formuladas para compor esse estudo, baseado

na sequéncia parcial do gene S1, pode-se concluir que:

e A vacina Ma5 pode estabelecer infeccao persistente.

e A infeccado por amostras de IBV de campo parece evoluir para genoma

mais adaptado ao hospedeiro e também estabelecer infeccao

persistente sem sinais clinicos aparentes.

e Pelo menos em galinhas em final de producdo a vacina Ma5 pode ser

transmitida verticalmente.
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Figura 13: Diagrama esquematico das possiveis vias evolutivas e emergéncia de

novas estirpes de IBV.
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ANEXO |

Sequéncias de S1 de IBV obtidas no presente estudo

Vacina Ma5:
ATGTTGGTAACACCTCTTTTACTAGTGACT CTTTTGTGT GCACTATGTAGT GCTGCTTTGTAT GACAGTAGTTCTTACGT GTACTACT
ACCAAAGT GCCTTCAGACCACCT GATGGT TGGCATTTACAT GGGGGT GOGT AT GOGGT TGT TAATATTTCTAGT GAATCTAATAATGC
AGGCTCTTCATCTGGGTGTACTGT TGGTAT TAT TCATGGT GGT CGTGTTGT TAATGCTTCTTCTATAGCTATGACGGCACCGT CATCA
GGTATGGCTTGGT CTAGCAGT CAGT TTTGTACTGCATACT GTAACT TTTCAGATACTACAGTGT TTGT TACACATTGT TATAAACATG
GTGGGTGT CCTATAACTGGCATGCT TCAACAGCAT TCTATACGT GTTTCTGCTAT GAAAAAT GGCCAGCT TTTCTATAATTTAACAGT
TAGTGTAGCTAAGTACCCTACTTTTAAATCATTTCAGIGTGTTAATAATTTAACATCCGTATATTTAAATGGTGATCTTGT TTACACC
TCTAATGOGACCACAGAT GTTACATCTGCAGGT GT TTAT TTTAAAGCT GGT GGACCTATAACT TATAAAGT TATGAGAGAAGT TAGAG
CCCTGGCTTATTTTGT TAATGGTACT GCACAAGAT GTTATTTTGT GTGATGGGT CACCTAGAGGCT TGT TAGCAT GOCAGTATAATAC
TGGCAATTTTTCAGATGGCTTTTATCCTTTTACTAATAGTAGT TTAGT TAAGCAGAAGT TTATTGTCTATCGT GAAAATAGTGT TAAT
ACTACTTTTACGT TACACAATTTCACTTTTCATAAT GAGACT GGOGCCAACOCAAATCCT AGT GGT GTCCAGAATATTCAAACTTACC
AAACACAAACAGCTCAGAGTGGTTATTATAATTTTAATTTTTCCTTTCTGAGTAGTI TTTGT TTATAAGGAGTCTAATTTTATGTATGG
ATCTTATCACCCAAGT TGTAATTTTAGACTAGAAACTATTAATAATGGT TTGTGGT TTAATTCACTTTCAGT TTCAATTGCTTACGGT
CCTCTTCAAGGTGGT TGCAAGCAAT CTGT CTTTAGT GGTAGAGCAACCT GT TGT TATGCT TACT CATATGGAGGT CCTTTGCTGT GTA
AAGGTGTTTATTCAGGTGAGT TAGATCATAATT TTGAATGT GGACTGTTAGT T TATGT TACTAAGAGCGGT GGCTCTCGT ATACAAAC
AGCCACTGAACCGCCAGT TATAACTCAACACAATTATAATAATATTACTTTAAATACTTGTGT TGATTATAATATATATGGCAGAACT
GCCCAAGGTTTTATTACTAATGTAACCGACTCAGCTGT TAGTTATAATTATCTAGCAGACGCAGGT TTGCCTATTTTAGATACATCTG
GTTCCATAGACATCTTTGTCGTACAAAGT GAATAT GGT CTTAATTATTATAAGGT TAACCCTTGCGAAGAT GTCAACCAGCAGT TTGT
AGTTTCTGGT GGTAAATTAGTAGGTATTCT TACT TCACGT AAT GAGACT GGTTCCCAGCT TCTTGAGAAT CAGT TTTACATCAAAATC
ACTAATGGAACACGTCGTTTTAGACG

Vacina A:

ATGTTGGTAACACCTCTTTTACTAGTGACTCTTTTGTGTGCACTATGTAGTGCTGT TTTGTATGACAGTAGTTCTTACGTGTACTACT
ATCAAAGT GCCTTCAGACCACCT AATGGT TGGECAT TTACAT GGGGGTGCTTATGCGGTAGT TAATATTTCTAGCGAATCTAATAATGC
AGGCTCTTCATCTGGGTGTACTGT TGGTACTAT TCATGGTGATCGTGTTGT TAATGCT TCTTCTATAGCTATGACGGCACCGTCATCA
GGTATGGCTTGGTCTAGCAGT CAGT TTTGTACT GCACACT GTAACT TTTCAGATACTACAGTGT TTGT TACACATTGT TATAAACATG
GTGGGTGTCCTATAACTGGCATGCT TCAACAGCAT TTTATACGT GTTTCT GCTAT GAAAAATGGCCAGCT TTTCTATAATTTAACAGT
TAGTGTAGCTAAGTACCCTACTTTTAAATCATTTCAGT GTGTTAATAAT TTAACATCCGTATATTTAAATGGTGATCTTGTTTACACC
TCTAATGAGACCACAGATGTTACAT CTGCAGGT GTTTATTTTAAAGCT GGTGGACCTATAACT TATAAAGT TATGAGAGAAGT TAAAG
CCCTGGCTTATTTTGT TAATGGTACT GCACAAGATGTTATTTTGT GTGAT GGAT CACCT AGAGGCT TGT TAGCATGOCAGTATAATAC
TGGCAATTTTTCAGATGGCTTTTATCCTTTTATTAATAGTAGT TTAGT TAAGCAGAAGT TTATAGT CTATCGT GAAAATAGTGTTAAT
ACTACTTTTACGTTACACTATTTCAGTTTTCATAATGAGACTGGCGOCAACCCTAATCCTAGT GGT GTTCAGAATATTCAAACTTACC
AAACACAAACAGCT CAGAGTGGTTATTATAATTTTAATTTTTCCTTTCTGAGTAGT TTTGT TTATAAGGAGTCTAATTTTATGTATGG
ATCTTATCACCCAAGT TGTAATTTTAGACTAGAAACTATTAATAATGGCTTGTGGT TTAATTCACT TTCAGTTTCAATTGCTTACGGT
CCTCTTCAAGGTGGT TGCAAGCAATCTGTCTTTAGT GGTAGAGCAACT TGTTGTTATGCT TATTCATATGAAGGTCCTTTGCTTTGTA
AAGGTGTTTAT TCGGGTGAGT TAGACCATAATTTTGAATGT GGACT GTTAGT TTATGT TACTAAGAGCGGT GGCTCTCGTATACAAAC
AGCCACTGAACCGCCAGT TATAACT CAACACAAT TATAATAATATTACT TTAAATACT TGTGTTGATTATAATATATATGGCAGAACT
GGCCAAGGTTTTATTACTAATGTAACCGACT CAGCT GTTAGTTATAATTAT CTAGCAGACGCAGGT TTGGCTATTTTAGATACATCTG
GTTCCATAGACATCTTTGT TGTACAAGGT GAATATGGT CTTAATTATTATAAGGT TAAT CCTTGCGAAGAT GT CAACCAGCAGT TTGT
AGTTTCTGGTGGTAAATTAGTAGGTATT CTTACT TCACGTAAT GAGACT GGTTCTCAGCT TCTTGAGAACCAGT TTTACATCAAAATC
ACAAT GGAACACGT CGTATAGACG

Vacina B:

ATGTTGGTAACACCT CTTTTACTAGTGACTCTTTTGTGTGCACTATGTAGTGCTGCTTTGTATGACAGTAGTTCTTACGTGTACTACT
ACCAAAGT GCCTTCAGACCACCT GATGGT TGECAT TTACAT GGGGGTGCGTATGCGGT TGT TAATATTTCTAGT GAATCTAATAATGC
AGGCTCTTCATCTGGGTGTACTGT TGGTATTATTCATGGTGGTCGTGTTGT TAATGCT TCT TCTATAGCTATGACGGCACCGTCATCA
GGTATGGCTTGGTCTAGCAGT CAGT TTTGTACTGCATACT GTAACT TTTCAGATACTACAGTGTTTGTTACACATTGTTATAAACATG
GTGGGTGTCCTATAACTGGCATGCT TCAACAGCAT TCTATACGT GTTTCTGCTATGAAAAATGGCCAGCT TTTTTATAATTTAACAGT
TAGTGTAGCTAAGTACCCTACTTTTAAATCATTTCAGT GTGTTAATAAT TTAACATCCGTATATTTAAATGGTGATCTTGTTTACACC
TCTAATGAGACCACAGATGTTACAT CTGCAGGT GTTTATTTTAAAGCT GGTGGACCTATAACT TATAAAGT TATGAGAGAAGT TAGAG
CCCTGGCTTATTTTGT TAATGGTACT GCACAAGAT GTTATTTTGT GTGAT GAGT CACCT AGAGGCT TGT TAGCATGOCAGTATAATAC
TGGCAATTTTTCAGATGGCTTTTATCCTTTTACTAATAGTAGT TTAGT TAAGCAGAAGT TTATTGTCTATCGT GAAAATAGTGTTAAT
ACTACTTTTACGT TACACAAT TTCACTTTTCATAATGAGACT GGCGOCAACCCAAATCCTAGT GGT GTCCAGAATATTCAAACTTACC
AAACACAAACAGCT CAGAGTGGTTATTATAATTTTAATTTTTCCTTTCTGAGTAGT TTTGT TTATAAGGAGTCTAATTTTATGTATGG
ATCTTATCACCCAAGT TGTAATTTTAGACTAGAAACTATTAATAATGGTTTGTGGT TTAATTCACT TTCAGTTTCAATTGCTTACGGT
CCTCTTCAAGGTGGT TGCAAGCAATCTGT CTTTAGT GGTAGAGCAACCT GTTGT TATGCT TACT CATATGGAGGTCCTTTGCTGTGTA
AAGGTGTTTATTCAGGTGAGT TAGATCATAATT TTGAATGTGGACTGTTAGT TTATGT TACTAAGAGCGGT GGCTCTCGTATACAAAC
AGCCACTGAACCGCCAGT TATAACT CAACACAAT TATAATAATATTACT TTAAATACT TGTGTTGATTATAATATATATGGCAGAACT
GGCCAAGGTTTTATTACTAATGTAACCGACT CAGCT GTTAGTTATAAT TATCTAGCAGACGCAGGT TTGGCTATTTTAGATACATCTG
GTTCCATAGACATCTTTGTCGTACAAAGT GAATATGGT CTTAATTATTATAAGGT TAACCCTTGCGAAGAT GTCAACCAGCAGT TTGT
AGTTTCTGGTGGTAAATTAGTAGGTATT CTTACT TCACGT AAT GAGACT GGTTCCCAGCT TCTTGAGAAT CAGT TTTACATCAAAATC
ACTAAT GGAACACGT CGTATAGACG

Vacina C:

ATGTTGGTAACACCTCTTTTACTAGTGACTCTTTTGTGTGCACTATGTAGT GCTGCTTTGTATGACAGTAGTTCTTACGTGTACTACT
ACCAAAGT GCCTTCAGACCACCT GATGGT TGECAT TTACAT GGGGGTGCGTATGCGGT TGT TAATATTTCTAGT GAATCTAATAATGC
AGGCTCTTCATCTGGGTGTACTGT TGGTATTAT TCATGGTGGTCGTGT TGTTAATGCTTCTTCTATAGCTATGACGGCACCGT CATCA
GGTATGGCTTGGTCTAGCAGT CAGT TTTGTACTGCATACT GTAACT TTTCAGATACTACAGTGT TTGT TACACATTGT TACAAACATG
TTGGGTGTCCTATAACTGGCATGCTTCAACAGCAT TCTATACGT GTTTCTGCTATGAAAAATGGCCAGCT TTTTTATAATTTAACAGT
TAGTGTAGCTAAGTACCCTACTTTTAAATCATTTCAGT GTGTTAATAAT TTAACATCCGTATATTTAAATGGTGATCTTGTTTACACC
TCTAATGAGACCACAGATGTTACAT CTGCAGGT GTTTATTTTAAAGCT GGTGGACCTATAACT TATAAAGT TATGAGAGAAGT TAGAG
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CCCTGGCTTATTTTGT TAATGGTACTGCACAAGATGT TATTTTGT GTGAT GGGT CACCTAGAGGCT TGT TAGCATGOCAGTATAATAC
TGGCAATTTTTCAGATGGECTTTTATCCTTTTTACTAATAGTAGT TTAGT TAAGCAGAAGT TTATTGTCTATCGT GAAAATAGTGTTAA
TACTACTTTTACGT TACACAATTTCACTTTTCATAATGAGACT GGCGCCAACCCAAAT CCTAGT GGTGT CCAGAATATTCAAACTTAC
CAAACACAAACAGCTCAGAGTGGTTATTATAATTTTAATTTTTCCTTTCTGAGTAGI TTTGTTTATAAGGAGICTAATTTTATGTATG
GATCTTATCACCCAAGTTGTAATTTTAGACTAGAAACTATTAATAATGGT TTGTGGT TTAATTCACTTTCAGT TTCAATTGCTTACGG
TCCTCTTCAAGGT GGT TGCAAGCAATCTGTCTTTAGTGGTAGAGCAACCTGT TGT TATGCTTACTCATATGGAGGTCCTTTGCTGTGT!
AAAGGTGTTTATTCAGGT GAGTTAGATCATAATTTTGAATGTGGACTGT TAGT TTATGT TACT AAGAGCGGTGGCTCTCGTATACAAA
CAGCCACTGAACCGCCAGT TATAACTCAACACAATTATAATAATATTACTTTAAATACT TGTGT TGATTATAATATATATGGCAGAAC
TGGCCAAGGT TTTATTACTAATGTAACCGACTCAGCTGT TAGT TATAATTATCTAGCAGACGCAGGT TTGGCTATTTTAGATACATCT
GGTTCCATAGACATCTTTGT CGTACAAAGT GAATATGGTCTTAATTATTATAAGGT TAACCCT TGCGAAGATGT CAACCAGCAGT TTG
TAGTTTCTGGT GGTAAATTAGTAGGTATTCTTACT TCACGT AAT GAGACT GGT TCCCAGCT TCTTGAGAATCAGT TTTACATCAAAAT
CACTAATGGAACACGTCGTTTTAGACG

Vacina D:

ATGTTGGTAACACCT CTTTTACTAGTGACTCTTTTGTGTGCACTATGTAGT GCTGCTTTGTATGACAGTAGTTCTTACGT GTACTACT
ACCAAAGT GCCTTCAGACCACCT GATGGT TGGCAT TGACAT GGGGGTGCT TATGCGGTAGT TAATATT TCTAGCGAATCTAATAATGC
AGGCTCTTCATCTGGGTGTACTGT TGGTACTAT TCATGGT GATCGT GTTGT TAATGCTTCTTCTATAGCTATGACGGCACCGTCATCA
GGTATGGCTTGGTCTAGCAGT CAGT TTTGTACTGCACACT GTAACT TTTCAGATACTACAGTGT TTGT TACACATTGT TATAAACATG
GTGGGTGTCCTATAACTGGCATGCT TCAACAGCAT TTTATACGT GT TTCTGCTAT GAAAAATGGCCAGCT TTTCTATAATTTAACAGT
TAGTGTAGCTAAGTACCCTACTTTTAAATCATTTCAGT GTGTTAATAAT TTAACATCCGTATATTTAAATGGTGATCTTGTTTACACC
TCTAATGAGACCACAGATGT TACAT CTGCAGGT GTTTAT T TTAAAGCT GGTGGACCTATAACT TATAAAGT TATGAGAGAAGT TAAAG
CCCTGGGCTTATTTTGTTAATGGTACTGCACAAGATGT TATTTTGT GT GATGGAT CACCTAGAGGCT TGT TAGCAT GCCAGTATAATA
CTGGCAATTTTTCAGATGGCTTTTATCCTTTTATTAATAGTAGT TTAGT TAAGCAGAAGT TTATAGTCTATCGTGAAAATAGT GTTAA
TACTACTTTTACGTTACACTATTTCAGTTTTCATAATGAGACT GGCGCCAACCCTAAT CCTAGT GGTGT TCAGAATATTCAAACTTAC
CAAACACAAACAGCTCAGAGTGGTTATTATAATTTTAATTTTTCCTTTCTGAGTAGTTTTGTTTATAAGGAGT CTAATTTTATGTATG
GATCTTATCACCCAAGTTGTAATTTTAGACTAGAAACTATTAATAATGGCT TGTGGTTTAATTCACTTTCAGT TTCAATTGCTTACGG
TCCTCTTCAAGGT GGTTGCAAGCAAT CTGTCTTTAGTGGTAGAGCAACT TGTTGTTATGCT TATTCATATGAAGGTCCTTTGCTTTGT
AAAGGTGTTTATTCGGGT GAGTTAGACCATAAT TTTGAATGTGGACTGT TAGT TTATGT TACTAAGAGCGGTGGCTCTCGTATACAAA
CAGCCACTGAACCGCCAGT TATAACT CAACACAATTATAATAATATTACT TTAAATACT TGTGT TGATTATAATATATATGGCAGAAC
TGGCCAAGGT TTTATTACTAATGT AACCGACTCAGCTGT TAGT TATAATTATCTAGCAGACGCAGGTTTGGCTATTTTAGATACATCT
GGTTCCATAGACATCTTTGT TGTACAAGGT GAATATGGTCTTAATTATTATAAGGT TAAT CCTTGCGAAGATGT CAACCAGCAGTTTG
TAGTTTCTGGTGGTAAATTAGTAGGTATTCT TACT TCACGTAATGAGACT GGTTCTCAGCT TCTTGAGAACCAGT TTTTACATCAAAA
TCACTAATGGAACACGTCGTTTTAGACG

Amostras clinicas:

Traqueia

CGTATGOGGTTGTTAATATTTCTAGT GAATCTAATAAT GCAGGCT CTTCAT CTGGGTGTACTGT TGGTATTAT TCATGGTGGTCGTGT
TGTTAATGCTTCTTCTATAGCTAT GACGGCACCGT CATCAGGT ATGGCT TGGT CTAGCAGT CAGT TTTGTACTGCATACTGTAACTTT
TCAGATACTACAGTGTTTGTTACACATTGT TATAAACAT GGTGGGT GT CCTATAACTGGCATGCT TCAACAGCATTCTATACGTGTTT
CTGCTATGAAAAATGGOCAGCTTTTCTATAATT TAACAGT TAGT GTAGCT AAGT ACCCTACT T TTAAATCATTTCAGTGTGTTAATAA
TTTAACATCCGTATATTTAAATGGT GATCTTGT TTACACCT CTAATGCGACCACAGATGT TACATCTGCAGGT GTTTATTTTAAAGCT
GGTGGACCTATAACT TATAAAGT TATGAGAGAAGT TAGAGCCCTGGCT TAT TTTGT TAATGGTACTGCACAAGATGTTATTTTGTGTG
ATGGGT CACCT AGAGGCT TGTTAGCATGCCAGTATAATACT GGCAATTTTTCAGATGGCTTTTATCCTTTTACTAATAGTAGT TTAGT

Pulmao

TATGCGGT TGT TAATATTTCTAGT GAAT CTAATAATGCAGGCT CTTCATCTGGGT GTACT GTTGGTATTATTCATGGTGGTCGTGT TG
TTAATGCTTCTTCTATAGCT ATGACGGCACCGT CATCAGGT ATGGCTTGGT CTAGCAGT CAGT TTTGTACTGCATACTGTAACTTTTC
AGATACTACAGTGTTTGT TACACAT TGTTATAAACATGGT GGGT GT CCTATAACT GBCAT GCT TCAACAGCAT TCTATACGTGTTTCT
GCTATGAAAAATGGCCAGCT TTTCTATAAT TTAACAGT TAGTGTAGCTAAGTACCCTACT TTTAAATCATTTCAGTGTGTTAATAATT
TAACATCCGTATATTTAAATGGTGATCT TGT TTACACCT CTAAT GCGACCACAGAT GT TACATCTGCAGGTGTTTATTTTAAAGCTGG
TGGACCTATAACT TATAAAGT TAT GAGAGAAGT TAGAGCCCTGGCT TATTTTGT TAAT GGTACT GCACAAGATGT TATTTTGTGTGAT
GGGTCACCTAGAGGCT TGT TAGCAT GCCAGTATAATACTGGCAAT TTTTCAGATGGCT TTTATCCTTTTACTAATAG

Rim

AAAAAAAAAT TCAAAGCT TCAGGGGGGGGCGTATGCGGTAGT TAATAT TTCTAGCGAATCTAATAATGCAGGCT CTTCATCTGGGTGT
ACTGTTGGTACTATTCATGGTGATCGTGT TGTTAATGCTTCTTCTATAGCTATGACGGCACCGT CATCAGGTATGGCT TGGTCTAGCA
GTCAGTTTTGTACTGCACACTGTAACTTTTCAGATACTACAGT GTTTGTTACACAT TGT TATAAACAT GGTGGGTGTCCTATAACTGG
CATGCTTCAACAGCATTTTATACGTGTTTCTGCTATGAAAAAT GGCCAGCT TTTCTATAATTTAACAGT TAGT GTAGCTAAGTACCCT
ACTTTTAAATCATTTCAGTGTGT TAATAATTTAACATCCGTATATTTAAATGGTGATCT TGTTTACACCTCTAATGAGACCACAGATG
TTACATCTGCAGGTGTTTATTTTAAAGCT GGTGGACCTATAACT TATAAAGT TATGAGAGAAGT TAAAGCCCTGGCTTATTTTGTTAA
TGGTACTGCACAAGATGTTATTTTGT GT GATGGAT CACCTAGAGGCT TGT TAGCAT GCCAATACAACACCGGAATTCGAGA

Intestino delgado
CGTATGOGGTTGTTAATATTTCTAGT GAATCTAAT AAT GCAGGCT CTTCATCTGGGTGTACTGT TGGTATTATTCATGGT GGT CGTGT
TGTTAATGCTTCTTCTATAGCTATGACGGCACCGT CATCAGGT ATGGCT TGGT CTAGCAGT CAGT TTTGTACT GCATACTGTAACTTT
TCAGATACTACAGT GT TTGT TACACATTGT TATAAACAT GGTGGGT GT CCTATAACTGGCATGCTTCAACAGCATTCTATACGTGTTT
CTGCTATGAAAAATGGOCAGCTTTTCTATAATTTAACAGT TAGT GTAGCTAAGTACOCTACT TTTAAATCATTTCAGT GTGTTAATAA
TTTAACATCCGTATATTTAAATGGT GATCTTGT TTACACCTCTAAT GCGACCACAGAT GT TACATCTGCAGGT GTTTATTTTAAAGCT
GGTGGACCTATAACT TATAAAGT TATGAGAGAAGT TAGAGCCCTGGCT TATTTTGT TAATGGTACT GCACAAGATGTTATTTTGTGTG
ATGGGT CACCTAGAGGCTTGT TAGCATGCCAGT ATAATACT GGCAATTTTTCAGATGGCT TTTATCCTTTTACTAATAGTA

Bolsa cloacal
TTCTCGAATTTCCGGTGTTGTATTGGCAT GCTAACAAGCCT CTAGGTGACCCAT CACACAAAATAACAT CTTGTGCAGTACCATTAAC
AAAAT AAGCCAGGGCT CTAACTTCTCTCATAACT TTATAAGT TATAGGT CCACCAGCT TTAAAATAAACACCT GCAGATGTAACATCT
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GTGGTGTCATTAGAGGTGT AAACAAGATCACCATTTAAATATACGGATGT TAAAT TATTAACACACTGAAATGATTTAAAAGT AGGGT
ACTTAGCTACACTAACTGT TAAATTATAGAAAAGCT GGCCATTTTTCATAGCAGAAACACGTATAGAATGCTGT TGAAGCATGCCAGT
TATAGGACACCCATCATGT TTATAACAATGT GTAACAAACACT GTAGTATCTGAAAAGT TACAGTATGCAGTACAAAACTGACTGCTA
GACCAAGCCATACCTGATGACGGT GCCGTCATAGCTATAGAAGAAGCAT TAACAACACGACCACCATGAATAATACCAACAGTACACC
CAGATGAAGAGCCTGCATTATTAGATTCACTAGAAATAT TAACAACCGCATACGCCCCCCCCTGAAAGCTTTGAAA

Isolado de amostras clinicas de rins (12 passagem):
TTTCAAAAGCCTTCAGGGGGGEGCGT AT GCGGT TGTTAATATTTCTAGT GAAT CTAATAAT GCAGGCT CTTCATCTGGGT GTACTGTT
GGTATTATTCATGGTGGT CGTGT TGT TAATGCT TCTTCTATAGCT ATGACGGCACCGT CATCAGGT ATGGCTTGGT CTAGCAGT CAGT
TTTGTACTGCATACTGTAACTTTTCAGATACTACAGTGTTTGT TACACAT TGT TATAAACATGGT GGGT GT OCTATAACT GGCATGCT
TCAACAGCATTCTATACGT GTTTCTGCTAT GAAAAATGGCCAGCT TTTCTATAAT TTAACAGT TAGTGTAGCTAAGTACCCTACTTTT
AAATCATTTCAGT GTGTTAATAATTTAACAT CCGT ATATTTAAAT GGT GATCT TGT TTACACCT CTAAT GCGACCACAGAT GT TACAT
CTGCAGGT GTTTATTTTAAAGCT GGTGGACCTATAACT TATAAAGT TAT GAGAGAAGT TAGAGCCCTGGCTTATTTTGT TAATGGTAC
TGCACAAGATGTTATTTTGT GTGAT GGGT CACCT AGAGGCT TGT TAGCAT GOCAATACAACACCGGAATTCGAGAA

Isolado de amostras clinicas de rins (32 passagem):

TCGT GTTGT ATTGGCATGCT AACAAGCCT CTAGGT GACCCATCACACAAAATAACATCTT GTGCAGTACCATTAACAAAAT AAGCCAG
GGCTCTAACTTCTCTCATAACTTTATAAGT TATAGGT CCACCAGCT TTAAAATAAACACCT GCAGATGT AACAT CTGT GGT CTCATTA
GAGGT GTAAACAAGAT CACCATTTAAATATACGGAT GT TAAAT TATTAACACACT GAAAT GATTTAAAAGT AGGGTACTTAGCTACAC
TAACTGTTAAATTATAAAAAAGCT GGCCAT TTTTCATAGCAGAAACACGT ATAGAATGCT GTTGAAGCAT GOCAGT TATAGGACACCC
AACATGTTTGTAACAATGT GTAACAAACACT GTAGT AT CT GAAAAGT TACAGT ATGCAGT ACAAAACT GACTGCTAGACCAAGCCATA
CCTGATGACGGT GCOGTCATAGCT ATAGAAGAAGCAT TAACAACACGACCACCAT GAAT AATACCAACAGT ACACCCAGAT GAAGAGC
CTGCATTATTAGAT TCACTAGAAATATTAACAACCGCAT ACGCCCCCCCCTGAAGCTTTGAA

Amostras de érgaos de galinha em final de produgao:

Rins

TGGGGGTGCGTATGCGGT TGTTAATATT TCTAGT GAATCTAAT AATGCAGGCT CTTCAT CTGGGT GTACTGTTGGTATTATTCATGGT
GGTCGTGTTGTTAATGCTTCT TCTATAGCT ATGACGGCACCGT CATCAGGT ATGGCTTGGT CTAGCAGT CAGTTTTGTACTGCATACT
GTAACTTTTCAGATACTACAGTGTTTGT TACACATTGT TATAAACATGGT GGGT GTCCTATAACT GGCAT GCTTCAACAGCATTCTAT
ACGTGTTTCTGCTATGAAAAATGGCCAGCT TTTCTATAAT TTAACAGT TAGTGTAGCT AAGTACCCTACT TTTAAATCAT TTCAGTGT
GTTAATAATTTAACATCCGTATATTTAAATGGTGATCT TGT TTACACCT CTAAT GCGACCACAGAT GT TACATCTGCAGGTGTTTATT
TTAAAGCTGGT GGACCTATAACTTATAAAGT TAT GAGAGAAGT TAGAGCCCTGGCT TAT TTTGT TAAT GGTACT GCACAAGAT GTTAT
TTTGTGTGATGGGTCACCTAGAGGCT TGTTAGCAT GCCAGT ATAATACT GGCAAT TTTTCAGATGGCT TTTATCCTTTTACTAATAGT
AGTTTAGT

Intestino delgado

GCGGTTGTTAATATTTCTAGT GAAT CTAATAAT GCAGGCT CTTCATCTGGGTGTACTGT TGGTATTATTCATGGT GGTCGTGTTGTTA
ATGCTTCTTCTATAGCTATGACGGCACCGT CATCAGGT AT GGCT TGGT CTAGCAGT CAGT TTTGTACTGCATACTGTAACT TTTCAGA
TACTACAGTGTTTGT TACACATTGT TATAAACAT GGTGGGT GT CCTATAACTGGCATGCT TCAACAGCATTCTATACGT GTTTCTGCT
ATGAAAAATGGOCAGCTTTTCTATAATTTAACAGT TAGT GTAGCTAAGTACCCTACTTTTAAATCATTTCAGT GTGTTAATAATTTAA
CATCCGTATATTTAAATGGT GATCT TGT TTACACCT CTAATGOGACCACAGAT GT TACAT CTGCAGGT GTTTATTTTAAAGCT GGTGG
ACCTATAACT TATAAAGT TATGAGAGAAGT TAGAGCCCTGGCT TATTTTGT TAATGGTACT GCACAAGAT GTTATTTTGT GTGATGGG
TCACCTAGAGGCT TGT TAGCATGCOCAGT ATAATACT GBCAATTTTTCAGATGGCTTTTATCCT TTTACTAATAGTAGT

Oviduto
GTATGCGGTTGTTAATATTTCTAGT GAATCTAATAATGCAGGCT CTTCATCTGGGT GTACTGT TGGTATTATTCATGGTGGTCGTGTT
GTTAATGCTTCTTCTATAGCTATGACGGCACCGT CATCAGGTAT GGCT TGGTCTAGCAGT CAGT TTTGTACTGCATACTGTAACTTTT
CAGATACTACAGTGTTTGTTACACATTGT TATAAACAT GGT GGGT GTCCTATAACT GGCATGCTTCAACAGCATTCTATACGTGTTTC
TGCTATGAAAAAT GGCCAGCT TTTCTATAAT TTAACAGT TAGT GTAGCTAAGTACCCTACT TTTAAATCATTTCAGTGTGTTAATAAT
TTAACATCCGTATATTTAAATGGTGATCTTGTTTACACCT CTAAT GOGACCACAGATGTTACATCTGCAGGTGT TTATTTTAAAGCTG
GTGGACCTATAACTTATAAAGT TATGAGAGAAGT TAGAGCCCTGGCTTAT TTTGT TAATGGTACT GCACAAGATGTTATTTTGTGTGA
TGGGTCACCTAGAGGCTTGT TAGCAT GCCAGTATAATACT GGCAATTTTTCAGATGGCTTTTATCCTTTT

Liquido corio-alantoide

CGT ATGOGGT TGTTAATAT TTCTAGT GAATCTAATAAT GCAGGCT CTTCATCTGGGTGTACTGT TGGTATTATTCATGGT GGTCGTGT
TGTTAATGCTTCTTCTATAGCTATGACGGCACCGT CATCAGGT AT GGCTTGGT CTAGCAGT CAGT TTTGTACTGCATACTGTAACTTT
TCAGATACTACAGT GTTTGT TACACATTGT TATAAACAT GGTGGGT GT CCTATAACTGGCATGCTTCAACAGCATTCTATACGTGTTT
CTGCTATGAAAAAT GGOCAGCTTTTCTATAATTTAACAGT TAGT GTAGCTAAGT ACCCTACTTTTAAATCATTTCAGT GTGTTAATAA
TTTAACATCCGTATATTTAAATGGT GATCT TGT TTACACCT CTAAT GCGACCACAGAT GT TACAT CTGCAGGT GTTTATTTTAAAGCT
GGTGGACCTATAACTTATAAAGT TATGAGAGAAGT TAGAGCCCT GGCT TATTTTGT TAATGGTACTGCACAAGATGTTATTTTGTGTG
ATGGGT CACCTAGAGGCT TGT TAGCATGCCAGT ATAATACT GGCAATTTTTCAGATGGCTTTTATCCTTTTACTAATAGTAGT TTAGT

Tonsilas cecais

TTTCAAAGCT TTCAGGGGGGGCGT AT GCAGT AGT TAAT GT TTCT CAGGAATAT GCAAAT GCAGGT CCTTCCACATCTTGTACAGCTGG
CGCTATCTATTGGAGTAAGAATTTTACT GCATCT TCAGT AGCT AT GACAGCACCCGTACAAGGT ATGCAATGGTCTACTAATCAATTT
TGTACAGCCCATTGTAATTTTACTGATATTGTTGTATTTGTTACTCAT TGTTT TAAAAGCGGGT CGAAAGT ATGCCCTTTAACAGGTC
TCATTCCACAGAACTATATTCGTATTTCTGCTAT GAAACAAGGAAATACTGGTCCTAGTGGTTTGT TTTATAATTTAACAGTTCCTGT
GACTAAGTATTCTAAGTTTAAGT CGCTTCAATGT GTTAATAAT CAAACAT CTGT GTACCTAAATGGTGATTTAGT TTTTACTTCTAAT
GAGACCAAAGATGT TAGT GGCGCAGGTGT TTATTTTACAGCCGGAGGACCCATAACTTAT AAGGT TAT GAGAGAAGT TAAAGCTCTAG
CTTATTTTGTTAATGGTACCGCACATGATGT TATATTGT GCGACGGTTCACCT AGAGGT TTGT TAGCAT GCCAATACAACACCGAAAA
TTCGAGAA
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ANEXO Il

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o processo
n° 74/2013, intitulado “Caracterizagdo e comparagdo molecular entre isolados de
campo e estirpes vacinais do virus da bronquite infecciosa”. Coordenado pelo
professor Abelardo Silva Junior do Departamento de Veterindria, esta de acordo com
o Cédigo de Etica Profissional do Médico Veterinério, com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratério (SBCAL), e com a legislagdio vigente, tendo sido aprovado por esta
Comissgo em 15/10/2013, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number
74/2013, named “Characterization and molecular comparasion between field isolates
and vaccine strains of infectious bronchitis virus”, is in agreement with the Medical
Veterinary Professional Ethics Code, with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian Society of Science in Laboratory of Animals (SBCAL)
and with actual Brazilian legislation. This Institutional Commission on October 15,
2013 approved this process. This certificate expire in 12 months. )
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Prof. Claudio César Fonseca
Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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