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RESUMO

SARAIVA, Giuliana Loreto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2015.
Epidemiologia molecular, filogenia e filogeografia ddnfectious bronchitis virusem

um panorama global. Orientadora: Marcia Rogéria de Almeida Lamégo.
Coorientadores: Abelardo Silva Junior, Gustavo Costa Bressan, Juliana Lopes Rangel
Fietto e Luiz Orlando de Oliveira.

A criacdo de aves em sistemas industrializados vem adquirindo, mundialmente,
caracteristicas que envolvem uma elevada densidade animal, o quguente®ente,

leva ao surgimento de condi¢cdes epidemiologicas capazes de predisporem ao
aparecimento de problemas sanitarios. Diante deste contexto, aumenta-se a
preocupacdo com as doencas infecciosas, dentre elas, a Bronquite lafelasos
Galinhas (BIG), cujo agente etioldgico € lfectious bronchitis virug(IBV). O
presente estudo teve como objetivo reconstruir a epidemiologia molecular dpoBYV,

meio de analises filogenéticas e filogeograficas dos genes estruturaisl Npar&
estudo da evolucdo viral. Estas informagbes sdo importantes para estabelecer um
padrdo de dispersdo em um contexto histérico geogréfico, entender eventos biol6gicos
no passado relacionados a dinamica populacional e ajudar no desenvolvimento de
estratégias efetivas de controle do IBV. Para isso, foram montados dois bancos de
dados com sequéncias moleculares completas e parciais dos genesoltidds1ino
GenBank O primeiro banco de dados (IBV1) contemplou sequéncias completas de S1
(N=256) e N (N=154) e o segundo banco de dados (IBV2) foi montado com
sequéncias parciais de S1 (N=390) e N (N=173). Importantes parametros para estudo
da evolucado viral foram analisados nesse trabalho para os genes S1 e N do IBV,
incluindo estimativas de eventos de recombinacdo, taxa de mutacdo, pressao de
selecdo, dinamica populacional e dispersao espacial. Os resultados apontam que, na
awséncia de uma elevada taxa de mutagcédo e pelo fato da selecaoduuafisar a
principal forma de sele¢do natural no IBV, o processo de recombinacdo tem um papel
fundamental na evolucdo do IBV. As andlises de dindmica populacional sugerem que,
até meados da década de 2000, os diferentes programas de vacinacao, juotamente

os métodos de biosseguridade, foram eficazes para controlar o crescimantarmizo

efetivo populacional do IBV. Contudo, a partir de 2007, o aumento da populagéo de
variantes do IBV, pode indicar que os protocolos vacinais, usados no presente, nao

estdo sendo mais eficazes. Os resultados das analises de disperdaayeina S1 e N



foram analisados de forma conjunta, a fim de reconstruir um padrao des&@sder

IBV ao longo de sua histdria evolutiva. O ponto de origem de todas as cepas atuais do
IBV foi a China que, apds dispersao local, disseminou para os Estados Unidos e, por
conseguinte, se dispersou para diferentes paises e continentes até alcargjar a am
distribuicdo mundial encontrada nos dias atuais. Os principais centros de dispersao
atuais do IBV foram a China, Estados Unidos, Brasil, Taiwan e Europa.



ABSTRACT

SARAIVA, Giuliana Loreto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2015.
Molecular epidemiology, phylogeny and phylogeography ofnfectious bronchitis

virus in global scene.Advisor: Marcia Rogéria de Almeida LamégGo-advisors
Abelardo Silva Junior, Gustavo Costa Bressan, Juliana Lopes Rangel Fietto and Luiz
Orlando de Oliveira.

The intensification of poultry in industrial systems has acquired, worldwide, features
that involve a high stock density, which, consequently, leads to the emergence
epidemiological conditions that may predispose to the appearance of health problems.
Given this context, the concern with infectious diseases increases, among the tiseases
the Avian Infectious Bronchitis (IB), whose etiologic agent isltifectious bronchitis

virus (IBV). This study aimed to reconstruct the molecular epidemiology of IBV through
phylogenetic and phylogeographic analyzes of structural genes N and S1, to thd study o
viral evolution. These pieces of information are important to establish a pattern of
dispersion in a geographical historical context, to understand biological events in the
past related to population dynamics and to help develop effective strategies for control
of IBV. To establish a better outlook for discussion of IBV molecular epidemiology,
there were created two databases with complete and partial molecular sequences of
genes N and S1 obtained fradenBank The first database (IBV1) considered complete
sequences of the S1 (N = 256) subunit and of the N (N = 154) gene of IBV. To increase
the extension of countries from which sequences are available, a second database (IBV2)
was created with partial sequences of the S1 (N = 390) gene and the N (N =rZ3) ge
Important parameters for the study of viral evolution were analyzed in thisfaroitke

S1 and N genes of the IBV, including estimates of recombination events, mutation rate,
selection pressure, population dynamics and spatial dispersion. The results show that, in
the absence of a high mutation rate and because of the purifying selection to be the main
form of natural selection in IBV, the recombination process plays a key role in the
evolution of IBV. The analysis of population dynamics suggest that, until the mid-2000s,
the different vaccination programs, along with the biosecurity methods have been
effective in controlling the growth of effective population size of the IBV. However,
since 2007, the increase in the population of IBV variants may indicate that the vaccine

protocols, used in the present, have not been effective anymore. The reankitynés

Xi



of the viral spread of the geisd and N were analyzed together, in order to reconstruct a
pattern of the IBV dispersion along its evolutionary history. The point of origin of all
current strains of IBV was China, which after local dispersion spread to the United
States of America and thus dispersed to different countries and continents until reaching
the worldwide distribution found today. The current main scattering centers of the 1BV

were China, the United States, Brazil, Taiwan and Europe.
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1. INTRODUGAO GERAL

A intensificacdo da criacdo de aves de producdo em sistemas industrializados
vem adquirindo, mundialmente, caracteristicas que envolvem a producdo avicola
integrada, com elevada densidade animal e sob o sistema de confinamento, o que,
consequentemente, leva ao surgimento de condicbes epidemioldgicas capazes de
predisporem ao aparecimento de problemas de ordem sanitaria.

A avicultura € um setor de grande dinamismo e de expressiva importancia
econbmico-social, levando-se em conta que este setor movimenta datergksles
correlatas, envolvendo ndo somente aspectos da producdo, mas de comercializacao,
beneficiamento e prestacdo de servicos, com geracdo de empregos e divisss para
paises produtores.

A producdo mundial de carnes de aves totalizou, em 2014, cerca de 82 milhdes
de toneladas, sendo o EUA o maior produtor e o Brasil o maior exportador de carne de
frango no mundo (ABPA, 2014). No Brasil, a avicultura industrial gerou o total de R$
64 bilhdes, em 2013om mais de 3,6 milhdes de pessoas empregadas e respondendo
por quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB), conforme exposto pela FAOSTAT/FAO
(2015) e ABPA (2015). Uma estimativa para a produgéo brasileira total s clve
passar de 26 milhdes de toneladas, em 2014, para 33 milhdes em 2024, um aceéscimo d
30%. Entre as carnes, a que projeta maior taxa de crescimento da produc¢éo, no periodo
2014 a 2024, é a carne de frango, que deve crescerm®df6 (MAPA, 2014

Esses dados ressaltam a importancia da avicultura industrial no cenario
econdmico brasileiro, podendo ser ainda mais rentavel dependendo da vigilancia

constante na sanidade das aves, pois controlando as enfermidades que gerama perdas



producdo, bem como perdas por mortalidade, pedd#ter um incremento expressivo
no desempenho desse setor.

Dentre as enfermidades, que podem levamnortalidade de aves de diferentes
idades, destaca-se a bronquite infecciosa das galinhas (BIG), que € uma sindrome
infecto-contagiosa aguda que acomete frangos, matrizes e poedeiragaia@situs
gallus domesticussendo o seu agente etioldgico o virus da bronquite infeciosa aviaria
(IBV, Infectious bronchitis virds que pode infectar ndo sO tratos respiratorio e
reprodutivo, mas também o sistema excretor (renal) das aves (DHINAKARESION
1997). Também € associada ao IBV a etiologia de processos patoldgicos entéricos
(VILLARREAL etal., 2007).

Segundo Schkle Hawn (1931), o IBV, que hoje é distribuido mundialmente, foi
descrito pela primeira vez na Dakota do Norte, Estados Unidos. Em 1936, estabeleceu-se
a etiologia desta doenca e, em 1941, teve inicio a prevencdo da BIG em lotes de
poedeiras, resultando no primeiro passo para o desenvolvimento do programa de
imunizagdo utilizado atualmente (VAN ROEKEL, 1951). Jungherr e colaboradores
(1956) observaram que o virus IBV isolado em Connecticut, em 1951, e o virus isolado
em Massachusist em 1941, causavam doencgas similares, porém ndo havia protecdo
cruzada entre eles. Este estudo foi o primeiro a comprovar a existéncia dke mais
sorotipo para o IBV (CAVANAGH; NAQI, 2003).

O controle da BIG é realizado através de métodos de biosseguridade e pelo uso
de vacinas comerciais. Vacinas vivas e inativadas estdo sendo amplamente utilizadas,
contudo ainda persistem grandes entraves para se estabelecer uma condigé&olde c
efetivo da infeccédo pelo IBV nos plantéis avicolas, que se encontram mais ditetame
relacionados ao aparecimento de novos sorotipos e variantes do agente etiologico, que
podem ser distintos das estirpes vacinais. Em decorréncia disso, como expéssigiont
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(2008), no mundo todo tem sido crescente a identificacdo de variantes genéticas e
antigénicas do IBV, tornando muito dificil o controle dessa enfermidade.

Os coronavirus, incluindo o IBV, possuem poucos estudos a respeito de sua
evolucdo e dinamica populacional, com excecdo do coronavirus que causa doenca
respiratoria grave em humanos (SARS-CoV) (JACKWO®@Dal.,, 2012). Neste
contexto, as abordagens filogenéticas e filogeograficas tornaram-se gestraté
importantes para estudar a epidemiologia de patdégenos para 0s quais sequéncias
moleculares estdo disponiveis, uma vez que estas abordagens podem elucidar a
evolucdo, estabelecer o padrdo de dispersdo em um contexto historico geogréfico,
entender eventos biolégicos no passado relacionados a dinamica populacional e ajudar
no desenvolvimento de estratégias efetivas de controle (VIDIGAL, 2012; VERL]

2014).

Considerando a potencial grande diversidade genética dos isolados de IBV e que
pesquisas epidemiolégicas sdo essenciais para entender a evolu¢cdo de um virus, o
objetivo do trabalho em questdo estd centrado na reconstrucdo da epidemiologia
molecular de isolados de IBV obtidos de diferentes continentes, por meio de abordagens
utiizando bancos de dados de sequéncias de nucleotideos e ferramentas de

bioinformatica.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral da pesquisa em questdo consistiu em analisar o panorama
epidemiologico molecular de IBVfazendo uso de abordagens filogenéticas e
filogeograficas para estudo da evolugao viral.

Especificamente, buscou-se:



e Organizar bancos de dados com sequéncias parciais e completas do gene S1 e do

gene N j& depositados @enBankabrangendo isolados brasileiros e mundiais;

e Identificar a presenca de isolados virais recombinantes nos bancos de dados;

e Estimar e detectar residuos de aminoacidos especificos em S1 e N sob pressao de

selecéo;

e Construir arvores filogenéticas para os bancos de dados;

e Estimar as taxas de mutacdes;

e Analisar as alteragcdes no tamanho efetivo da populacdo do IBV ao longo do

tempo (dinamica populacional);

e Reconstruir e visualizar os padrdes de dispersao espacial do IBV ao longo de sua

histéria evolutiva.

3. REVISAO DE LITERATURA

Baseando-se nos objetivos propostos, a revisédo de literatura enfatizou uma série
de topicos associados entre si, que fundamentam a discussao dos resultados apresentados
no artigo desenvolvido nesta dissertacao, titulado “Molecular epidemiology, phylogeny

and phylogeography éhfectious bronchitis virugh global scené
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Para tanto foram estruturados os seguintes itens:

e A bioinformatica e suas aplicacdes;
e Histdria da avicultura industrial;
e Panorama do comércio internacional de material genético na indastria avicola;
e Infectious bronchitis virugiBV):

= Epidemiologia molecular;

= Caracteristicas estruturais e organizacao do genoma;

» Replicacéo e patogénese;

*» Transmissao e sinais clinicos;

= Diagndstico, prevencéao e controle;

= Evolucéo e diversidade.

3.1 A Bioinformatica e suas aplicacfes

A bioinformética é uma ciéncia multidisciplinar que se refere ao emprego de
ferramentas computacionais para estudo de problemas e questdes bioldgicas. Esta
ciéncia caminha de um simples alinhamento de sequéncias de nucleotideos até a
complexa modelagem de estruturas proteicas. Tradicionalmente, os acidos nucleicos e as
proteinas sdo os principais alvos da bioinformatica, os primeiros como depdsitos da
informac&o bioldgica, enquanto que as Ultimas, como efetoras desta informacédo
(XIONG, 2006; VERLI, 2014

A partir do inicio da década de 1950, quando o trabalho classico de Watson e
Crick foi publicado sobre a estrutura em hélice da molécula de DNA, até os dias atuais,
com o desenvolvimento de computadores pessoais mais poderosos, rapidos e baratos,

diversos avangos foram feitos no uso de computadores para o0 estudo de questdes
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biologicas aumentando, assim, a vasta gama de potencialidades e aplicacdes da
bioinformatica (VERLI, 2014).

Segundo Verli (2014), a bioinformética pode ser separada em duas principais
vertentes, a classica e a estrutural (Figura 1). A vertente classica aborda principalmente
problemas relacionados a sequéncias de nucleotideos e aminoacidos e tem como
aplicacdes as comparacdes entre sequéncias e analise de polimorfismos, identificacdo de
padrées ou assinaturas, caracterizacdo de relacbes evolutivas ou filogenéticas,
construcdo e estudo de genomas e a construcdo de redes de interacdo entre moléculas.
Por outro lado, a vertente estrutural aborda as questfes biologicas do ponto de vista
tridimensional, abrangendo estudos para obtencdo de modelos 3D para proteinas,
identificacdo do modo de interacdo de moléculas (atracamento), selecdo de compostos
com maior potencial de inibicdo (atracamento), caracterizacdo da flexibilidade
molecular (dinamica molecular) e avaliacdo do efeito de mudancas na estrutura e
ambiente molecular na dindmica e funcdo de biomoléculas (dinAmica molecular). Xiong
(2006) considerou trés aspectos ou vertentes das andlises de bioinformética, as analises
de sequéncias, as estruturais e as funcionais. A vertente funcional inclui a verificacéo de
perfis de expressdo génica, predicdo de interacdo proteica e reconstrucdo de vias

metabdlicas.



APLICACOES

+ Alinhamento sequéncias
* Filogenia
CLAsSICA - Predi¢ao de funcdo génica

« Construgdo de genomas

\

» Construcédo de redes

BIOINFORMATICA

/

* Dindmica molecular
ESTRUTURAL « Modelagem comparativa

* Atracamento

Figura 1: Representacdo das duas principais vertentes da bioinformatica e suas respectivas
aplicacoes. Fonte: Verli (2014) adaptado.

Estudos computacionais sdo frequentemente chamados de exclusivamente
tedricos em oposicdo aos métodos ditos experimentais, porém nao € incomum que um
dado computacional apresente maior preciséo e confiabilidade do que um dado obtido na
bancada, visto que as condi¢cdes nas quais 0os experimentos de bancada sao realizados
(temperatura, contaminantes, operador e outros) podem interferir no resultado final.
Outro ponto relevante quanto ao uso de métodos computacionais € que, nem sempre ha
dados experimentais disponiveis para validar os céalculos e simulagfes realizadas, como
€ 0 caso dos estudos evolutivos, pois geralmente ndo existem fdsseis ou outras
evidéncias para validar antepassados evidenciados por estudos filogenéticos, (VERLI
2014).

Em 1859, Charles Darwin publicou a teoria evolutiva, na qual a classificacao dos
organismos passou a ter uma caracteristica de ancestralidade comum; ou seja, 0S
organismos sao derivados uns dos outros desde o surgimento da vida na Terra. Darwin

representou este padréo através de um esquema de ramificacdo, esquema que viria a ser
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a primeira arvore filogenética (VERLI, 2014). Com o passar dos anos, a ciéncia passou
de um ponto de vista macroscopico, baseada em métodos de caracterizacao fenotipica a
um ponto de vista molecular, baseada em dados moleculares obtidos através do
sequenciamento de nucleotideos e aminoacidos. Atualmente, as filogenias podem ser
utiizadas para diversas éareas, incluindo genética e evolugdo, epidemiologia,
microbiologia, zoologia e botanica (XIONG, 2006; VERLI, 2014

Ao decidir trabalhar com a Filogenia, prog&dama classificacdo e atribuicao
de uma histéria evolutiva aos organismos. Esta histéria evolutiva €, frequentemente
desconhecida e ha somente uma filogenia verdadeira. Assim, o uso de abordagens
filogenéticas permite a obtencdo de dados capazes de fornecer a melhor estinaativa par
se alcancar a verdadeira historia da evolucdo de um organismo, tentando obter uma
imagem de como teria sido o passado.

Com o advento do relégio molecular, foi possivel aplicar a estimativa de tempo
as filogenias e, por conseguinte, evidenciar ancestrais comuns mais recentes, entender
eventos bioldgicos no passado e trabalhar com dindmica populacional. Além disso, a
partir da Filogenia desenvolveu-se o campo da Filogeografia, com a qual foi possivel
aplicar a estimativa de espaco e, com isso, estudar a distribuicdo geogréfica e a dispersao
dos individuos (VERLI, 2014).

Como uma ciéncia complexa e dindmica e em répido desenvolvimento, a
bioinformética exige de seu praticante uma constante atencdo a novas tendéncias,
métodos e abordagens nas analises de dados biolégicos. Esta jovem ciéncia tornou-se
uma ferramenta complementar para diversas areas, por exemplo, no desenvolvimento de
novos produtos biotecnoldgicos; além de ser indispensavel para outras, como em
analises filogenéticas e filogeograficas. A cada ano que passa € possivel abordar
problemas mais complexos e mais pesquisadores pode ingressar nesta area de pesquisa,
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0 que torna a bioinformatica umas das areas do conhecimento mais acessiveis para

pesquisadores em inicio de carreira ou com pouco recurso financeiro.

3.2 Historia da avicultura industrial

A histéria da avicultura industrial teve inicio a partir da Segunda Guerra
Mundial, que durou de 1939 a 1945. Até entdo, a avicultura era uma atividade
predominantemente de subsisténcia e artesanal. A revolucdo no ambito do
melhoramento genético ainda estava por vir.

Com o decorrer da guerra mundial e a necessidade de aumentar a oferta de carne
para os soldados em combate, foi preciso desenvolver a producéo industrial de carnes
alternativas em vez da carne vermelha, pois era preciso carnes que estivessem prontas
para consumo em um curto espacgo de tempo. Os EUA, entdo, comegaram a investir em
pesquisas, no sentido de obter novas linhagens com maior rendimento e menor consumo
de racéo, racdes que atendessem aos requerimentos nutricionais das novas &nhagens
medicamentos especificos para a avicultura industrial. O mesmo foi feito, no pds-guerra,
nos paises da Europa (LIM& al., 1995).

A partir de entdo, a substituicho das carnes vermelhas pelas brancas,
principalmente a carne de ave, nos paises desenvolvidos, decorreu de uma forte queda de
seu preco no comércio, resultado da eficiéncia do seu sistema produtivo. Nos dias atuais
a carne branca tem sido valorizada com base na busca por uma alimentagdo saudavel e
equilibrada, bem como em funcdo de valores culturais atrelados a um novo enfoque

sobre corpo e estilos de vida.



ApoOs a Segunda Guerra Mundial, com o passar dos anos, houve a expansao
progressiva do complexo avicola. Essa expansdo e sua consolidacdo podem ser
explicadas, principalmente, pela difusdo da avancada tecnologia nas areas de genética,
nutricdo, manejo, equipamentos e sanidade, que transformou a avicultura industrial
numa atividade bastante desenvolvida em diversosspaise

Dentre as tecnologias absorvidas pela induastria avicola, a primordial foi a
genética de melhoramento das aves, pelo desenvolvimento de linhagens hibridas, de
maior potencial e resisténcia, por meio de cruzamentos consanguineos e selecao
genética. Esse salto genético possibilitou 0 desencadeamento de todo um processo de
transformacao no setor em direcdo a sua industrializacdo. O melhoramento genético tem
como objetivo, a cada geracdo, aumentar o numero de ovos e pintos por ave alojada,
melhorar o indice de conversao alimentar, a taxa de crescimento, o rendimento de abate,
0 peso médio dos ovos comerciais e a reducdo da mortalidade (&iNKB, 1995
MIELE etal., 2006.

Simultaneamente ao melhoramento genético, desenvolveram-se novas técnicas
de nutricdo animal, através da criacdo de processos modernos para compor racdes
adequadas as diferentes fases na producdo das aves. Além disso, destacassg@a utiliz
de matérias-primas de boa qualidade na producao das racdes, bem como a possibilidade
de substituicdo de insumos caros por mais rentaveis (lddveh, 1995 MIELE et al.,

2006).

Outro fator de grande relevancia para o crescimento da avicultura ialdosai
adocdo dos chamados sistemas integrados de producéo, uma parceria entre a empresa e
0os produtores, atividade que viabilizou a consolidacdo da producdo em cadeia. Essa
integragdo consiste em um apoio permanente dos abatedouros aos avicultores, com o
assessoramento de méao de obra especializada, fornecimento de racdo, medicamentos e
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pintos de um dia. Aos produtores cabe criar as aves de acordo com as melhores praticas
de producdo e de acordo com as mais rigidas normas de bem-estar animal,
biosseguridade e sanidade, garantindo a rastreabilidade do produto da granja a mesa do
consumidor (MIELEet al., 2006; ABPA, 2015). No mesmo circuito de inovacoes
tecnoldégicas, desenvolve-se a técnica de reproducdo das aves via incubatoério
aumentando a velocidade de geracédo de pintos de um dia.

Desde os anos 50, com a introducdo de equipamentos diversos e processos
mecanicos automaticos, foi possivel a formacao da linha de producdo em grande escala,
nos moldes do modelo fordista. Nos anos 60 e 70, outras inovac¢fes foram introduzidas,
tais como, cortes e remocfes de visceras, que permitiram aumentar a capacidade de
producdo. Posteriormente, nos anos 80, outros processos como o de aproveitamento de
miudos foram introduzidos (LIMA&tal., 199%MIELE etal., 2006.

No que diz respeito ao aspecto de sanidade, antes do setor avicola passar por uma
revolucdo tecnoldgica, a transmissdo de doencas se fazia de forma rapida e intensa,
agravada pela falta de medicamentos (LIMAal., 1995). Atualmente é grande a
preocupagdo com as doencas infecciosas, evidenciada pela ativa elaboragdo de
programas ou normas para prevenir ou controlar a introdugdo de agentes infecciosos no
plantel avicola nacional e pela ampla disponibilidade de medicamentos destinados a tal
setor.

No Brasil,aintroducéo de linhagens hibridas norte-americanas ocorreu por volta
de 1959, inicialmente com a importacdo de matrizes e, depois, com a importacdo de
avos. Na década de 70, a industria de frangos brasileira continuou prosperando com
excelentes indices de crescimento. A primeira metade dos anos 80 foi 0 Unico periodo de
baixo crescimento da produgcdo, compensado, entretanto, pelo crescimento das
exportacdes. Na década de 90, o Brasil ja exportava matrizes de corte e postura para
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paises como Chile, Argentina, Uruguai, Paraguai, Bolivia e Peru (RODRIGUHS
2014). Atualmente, devido ao alto nivel tecnoldgico alcancado pela avicultura industrial,
o Brasil se encontra em posicéo privilegiada em relacdo a outros paises exportadores de

carne de frango.

3.3 Panorama do comércio internacional de material genético na industria

avicola

A indastria avicola, atualmente, é considerada uma atividade econdmica
internacionalizada e uniforme, sem fronteiras geograficas de tecnologia e material
genético. No entanto, essas caracteristicas tornam o setor vulneravel a condicfes
sanitarias de producdo de cada pais, visto que o comércio internacional de material
genético pode acarretam possiveis eventos de introducédo de agentes infecciosos para
o pais importador (RODRIGUES, 2014). Considera-se material genético os ovos férteis
e as aves vivas destinadas a reposicdo de plantéis avicolas, sendo ovos férteis aqueles
destinados a incubacéo e aves vivas aquelas com idade ndo superior a 72 horas apés a
eclosao (BRASIL, 2008).

De acordo com Alves (2003), um pequeno grupo de paises detém o fornecimento
da tecnologia relacionada ao elo de material genético. Os Estados Unidos, Holanda,
Franca, EscOcia e Canada sao os principais gerenciadores do comércio internacional de
material genético, por meio da atuacao de poucas empresas. Estas empresas pertencem a
grandes grupos multinacionais que mantem, em outros paises, sedes para sua producéo.
Os principais grupos multinacionais sao: Aviagen Internacional Group (Escdcia), Tyson

Foods Incorporated (EUA), Nutreco Company (Holanda) e Rhodia Merieux (Franca).
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A integracdo econbmica dos mercados mundiais, que ocorreu
concomitantemente ao desenvolvimento do sistema intensivo de producdo animal,
aumentou a circulacdo de animais e de seus produtos entre os paises.eViligal
(2012), analisando as principais rotas de dispersao do Circovirus suino-2 (PCV-2) entre
0s paises produtores e as correlacionando com o comeércio internacional de suinos vivos,
encontrou uma forte correlacdo entre as rotas de disperséo viral, propostas nas analises
filogenéticas e filogeogréficas, e as estatisticas sobre o comércio internacional de suinos
vivos. Portanto, o comércio de animais vivos pode estar contribuindo para a
disseminacédo e o surgimento de agentes infecciosos de animais em diferentes regiées do
mundo. Neste sentido, os paises devem continuamente aprimorar estratégias de
vigilancia sanitaria, por meio de barreiras sanitarias mais eficazes com relacdo a
negociacdo de animais vivos.

A fiscalizacdo agropecuaria nos pontos de ingresso constitui a primeira barreira a
entrada de doencgas, que podem atingir as aves comerciais de producéo industrial. Nessa
fiscalizacdo, o material genético importado deve ser inspecionado quanto a procedéncia
e deve passar por exames laboratoriais. No caso de resultado positivo nos exames, as
aves deverdo ser sacrificadas e destruidas, assim como os ovos férteis. Além disso,
devem ser exigidos que os paises exportadores cumpram os procedimentos de higiene e
seguranca sanitaria para aves reprodutoras, descritos no Codigo Sanitario para os
Animais Terrestres da Organizacdo Mundial de Saude Animal - OIE (BRASIL, 2008).

Analisando o comércio internacional de aves vivas, a partir de dados disponiveis
na Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO
(http://faostat3.fao.org/) e na United Nations Comtrade Database

(http://comtrade.un.org/), € possivel obter estatisticas anuais sobre 0 comeércio
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internacional de aves vivas, a partir de 1961 pela FAO e de 1990 pelo Comtrade, para
diferentes paises ou continentes.

De acordo com os dados disponibilizados pela FAO é possivel analisar uma série
historica entre 1961 a 1991 do comércio internacional de aves vivas. Através desses
dados foi possivel separar alguns paises ou conjuntos de paises em: predominantemente
exportadores (China, Estados Unidos da América e Oceania) importadores (Brasil) ou

ambos (Europa) (Figura 2).
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Figura 2: Comportamento das exportacdes e importagdes de aves vivas de 1961 a 1991. Fonte:
FAOSTAT, 2015.* Representada pela Nova Zelandia e Australia. Desde 1985, ndo importa
nenhum material genétict. Europa foi considerada tanto exportadora quanto importadora.

De acordo com a Tabela 1, dados obtidos da United Nations Comtrade, os EUA
($ 474 milhdes de ddlares), a Malasia ($ 374 milhdes de dolares), a Holanda ($ 350

milnbes de délares) e a China ($ 288 milhdes de ddblares) foram os principais
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exportadores de aves vivas entre 1990 e 1994 e podem ser considerados paises
predominantemente exportadores (valor exportagdo > valor importacdo) e, portanto
menos susceptiveis a introducédo de novos agentes infecciosos.

Tabela 1: Ranking dos maiores paises importadores e exportadores de aves vivas no periodo de
1990 a 1994. O valor em dolares americanos foi considerado a variavel de classificsatao. A
vermelha indica que o pais é predominantemente importador e seta verde indica que é pais é

predominantemente exportador. Fonte: Comtrade (2015).

PAISES IMPORTAGAO PAISES EXPORTAGAO
1 Singapura €= $  498.948.248,00 [FUA $  474.086.539,00
2 Holanda $  249.608.520,00 |\aglasia $ 374.794.364,00
3 Hong Kong €= $ 176.950.746,00 |Holanda $  350.297.392,00
4 Canada € $ 146.385.236,00 |China $ 288.861.890,00
5 Alemanha $ 137.334.000,00 | Alemanha $  230.873.000,00
6 Espanha € $ 113.837.970,00 |inglaterra $  124.359.484,00
7 Brasil €— $  62.873.731,00 Franca $ 96.791.864,00
8 Tailandia €= $  59.728.072,00 (Canada $  78.031.842,00
9 Japgo € $  56.060.417,00 |Dinamarca $  56.448.384,00
10 México € $  50.390.682,00 |Espanha $  50.279.078,00
" EUA $  41.013.662,00 Brasil $  28.161.582,00
12 Malasia $  38.492.697,00 [Tunisia $  26.081.419,00
13 China $  38.461.339,00 |Republica Checa $  20.423.181,00
14 Portugal €— $  38.144.315,00 |Hungria $  17.429.000,00
15 Argélia € $  34.973.859,00 |Chile $  16.455.593,00

De acordo com a Tabela 2, considerando o periodo de 2010 a 2014, os principais
paises exportadores de material genético foram a Alemanha ($ 2,6 bilhdes de doélares), a
Holanda ($ 2,1 bilhdes de ddlares), os EUA ($ 1 bilhdo de dolares) e a Franga ($ 993
milhdes de doblares).

Entre 1990 e 1994, Singapura ($ 498 milhdes de délares), Holanda ($ 249
milhdes de dolares), Hong Kong ($ 176 milhdes de dolares) e Canadéa ($ 146 milhdes de
dolares) foram os principais paises importadores. Estes paises podem ser incluidos no
grupo de paises majoritariamente importadores (valor importacdo > valor exportacao) e,

com isso, mais susceptiveis a entrada de agentes infecciosos no plantel avicola. Por
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outro lado, no periodo mais recente, 0s quatro principais compradores de material
genético sdo a Holanda ($ 2,7 bilhdes de dolares), Bélgica ($ 1,7 bilhdo de ddlares),
Alemanha ($ 1,2 bilhdo de ddlares) e Singapura ($ 786 milhdes de dolares).

Tabela 2: Ranking dos maiores paises importadores e exportadores de aves vivas no periodo de
2010 a 2014. O valor em dolares americanos foi considerado a variavel de classificsatao. A
vermelha indica que o pais é predominantemente importador e seta verde indica que é pais é

predominantemente exportador. Fonte: Comtrade (2015).

PAISES IMPORTAGAO PAISES EXPORTAGAO
1 Holanda €= $ 2.712.995.591,00 | Alemanha $ 2.627.325.841,00
2 Bélgica €= $ 1.770.893.681,00 |Holanda $ 2.161.618.491,00
3 Alemanha $ 1.215.730.255,00 |[EUA $ 1.002.366.983,00
4 Singapura €— $ 786.212.192,00 |Franca $ 993.291.389,00
5 Polonia €— $  622.899.379,00 |Malasia $  769.843.793,00
6 Ucrania € $  298.196.561,00 ||nglaterra $ 741.010.536,00
7 Espanha € $ 258.618.489,00 |Rep. Checa $  490.192.551,00
8 Russia € $  233.443.819,00 | Dinamarca $ 484.021.713,00
9 Roménia €= $  220.015.498,00 |Bgigica $  393.057.769,00
10 China €— $ 218.612.647,00 |Hungria $ 328.818.272,00
1 Canada $ 198.718.419,00 |Poionia $ 328.016.100,00
12 EUA $ 198.714.105,00 |Eslovénia $  247.514.161,00
13 Hungria $ 172.694.127,00 |Canads $  234.719.527,00
14 Eslovénia $ 171.286.817,00 |Brasil $ 222.835.510,00
15 Portugal €= $ 168.585.720,00 |Espanha $ 162.247.310,00

Comparando os periodos apresentados (1961-1991, 1990-1994 e 2010-2014) é
possivel evidenciar algumas diferencas no padrao do comércio internacional de material
genético, como, por exemplo, a situacdo do Brasil. O Brasil, entreal®8d4, foi o
sétimo maior comprador de aves vivas do mundo e estava na décima primeira posi¢cao
no ranking dos paises fornecedores. Portanto, neste periodo, o Brasil apresentava maior
dependéncia quanto a obtencdo de material genético, sendo considerado um pais
dominantemente importador e, portanto, susceptivel a introducdo de novoss agente

infecciosos no plantel avicola. Entre 2010 e 2014, este padrao se altera e o Brasil passa a
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ser um pais predominantemente exportador. Outro exemplo que se assemelha ao padréao
de mudanca brasileiro € o caso do Canada.

A situacédo contraria do Brasil e do Canada ocorreu com paises, como a China e a
Holanda, no qual, no primeiro momento, eram paises predominantemente exportadores e
se tornaram paises majoritariamente importadores de material genético, aumentando a
probabilidade de entrada de patdgenos nesses paises. Por outro lado, os Estados Unidos
manteve seu padrao de pais predominantemente exportador, limitando suas importacées
ao Canada.

Considerando a Unido Europeia, ndo existe uma predominéancia quanto a
exportacdo e importacdo, gerando um balanco no comércio total de material genético
neste continente. Atualmente, a Holanda, Bélgica, Pol6nia, Ucrania, Espanha, Roménia
e Portugal sdo considerados paises importadores e a Alemanha, Franca, Inglaterra,
Dinamarca, Hungria e Eslovénia sdo predominantemente exportadores. Portanto, mesmo
com os altos valores de exportacdo e devido ao alto valor de importacdo de material
genético podemos considerar a Europa susceptivel a entrada de patdgenos, podendo

também funcionar como disseminadora destes patdégenos para outros continentes.

3.4Infectious bronchitis virus(IBV)

3.4.1 Epidemiologia molecular

O IBV apresenta alta prevaléncia e alta incidéncia no sistema intensivo de
producédo, levando a perdas significativas no setor econdmico da industria avicola. A

doenca causada pelo IBV foi descrita pela primeira vez por Schalk e Hawn nos EUA,
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em 1931, como uma doenca respiratoria que afetava aves jovens. Por muitos anos, foi
predominante o isolamento de virus do tipo Massachusetts, descrito no inicio de 1930, e
do sorotipo Connecticut (Conn) isolado em 1951, nos Estados Unidos (JUN&HER

1956; CAVANAGH, 2007; DHAMAetal., 2014).

Jungherr e colaboradores (1956), utilizando a metodologia de soroneutralizacéo,
observaram que o virus isolado em Connecticut e em Massachussets causava doencas
similares, porém nao havia protecdo cruzada entre eles. Este estudo foi o primeiro a
comprovar que o IBV ndo € homogéneo e que existe mais de um sorotipo para esse virus
(CAVANAGH E NAQI, 2003; COOKetal., 2012.

Durante muitos anos, acreditava-se que a primeira variante do IBV tinha acorrido
samente em 1951 com a descoberta do sorotipo Connecticut; no entanto, um estudo
retrospectivo realizado por Jaal. (2002), utilizando anticorpos monoclonais e analises
moleculares da subunidade S1 do gene da glicoproteina de espicula, indicou a presenca
de estirpes americanas, que ndo eram do tipo Mass, ja no inicio da década de 1940.
Atualmente, ja se relata a existéncia de centenas de sorotipos e variantes do IBV, entre
0S quais ha baixa ou nenhuma protecdo cruzada (C&Q@K, 1999; CAVANAGH,

2007). Dentre os sorotipos existentes, 0s mais conhecidos sao: Massachusetts,
Connecticut, Beaudette, Arkansas, 793B (4/91), D274, D1466, Italy-02 e QX
(CAVANAGH, 2007; DHAMA etal., 2013.

O sorotipo Massachusetts, apdés seu primeiro relato em 1931, chegou a Europa
em 1948, sendo primeiramente reportado na Inglaterra (DHAMA, 2014). A partir
desses relatos da disseminacdo do IBV para outro continente, aumentou-se a
preocupacdo com o desenvolvimento de novas estratégias de controle do virus. A
primeira tentativa de controle do IBV foi logo no comeco de 1940, quando Van Roekel
mostrou que era possivel proteger as aves contra a infeccéo pelo IBV, durante o periodo
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de postura, expondo-as previamente ao IBV atenuado por meio de sucessivas passagens
em ovo embrionado. Esta abordagem consistia em infectar algumas aves com o virus
atenuado e deixa-lo espalhar naturalmente para o restante do plantel (VAN ROEKEL,
1957).

Esta primeira estratégia de controle deu impulso para o desenvolvimento de
vacinas contra o IBV. No inicio de 1950, a primeira vacina foi desenvolvida nos EUA
usando a estirpe M41 (Mass). No inicio de 1960, o IBV ja tinha sido diagnosticado na
Holanda e isso levou ao desenvolvimento de uma vacina utilizando um isolado do
sorotipo Mass, conhecido pelarte“H”. As vacinas resultantes, conhecidas como H120
e H52, logo se tornaram amplamente utilizadas, sendo a H120, sem duvida, a vacina
mais utilizada no mundo até hoje (CO@tal., 2012).

A principio a enfermidade causada pelo IBV foi descrita como exclusivamente
respiratoria, todavia uma doenca foi relatada, na Austrélia, no final da década de 40,
causando uremia nas aves (DHAM# al, 2014). A etiologia dessa doenca foi
elucidada em 1962, quando Cumming (1963) isolou uma estirpe de virus a pagtir dess
caso, denominando ela de “T” ou N1/62. Essa estirpe viral se tornaria o prototipo das
estirpes nefropatogénicas do IBV.

Cumming (1963) também mostrou que os fatores que predispdem as aves aos
danos renais incluem: linhagem genética, a fonte de proteina da dieta e fatores de
estresse, especulou ainda, que a nefrite € uma condi¢cdo que talvez todas as estirpes do
IBV sejam capazes de induzir na presenga dos fatores indutores. Essa teoria foi
fundamentada na década de 70, quando pesquisadores comprovaram a morte de pintos,
gue foram acidentalmente expostos em estresse pelo frio, devido a danos renais gerados

apos infeccdo com um virus ndo nefropatogénico do IBV (C&@K 2012).
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Na década de 50, ficou bem esclarecido o papel negativo do IBV na producéo e
na qualidade dos ovos. Em 1950, nos Estados Unidos, Van Roekel e colaboradores
publicaram um estudo de cerca de 10 anos sobre os efeitos do IBV sobre aves de
postura. Nesse estudo foi constatado que a queda na producédo de ovos provocada pelo
IBV varia entre 2 e 70%, e que os ovos produzidos possuiam casca fraca, rachada,
deformada e com albumen aquoso (CO@éial., 2012). Além disso, nhessa mesma
década, o sorotipo Massachusetts do IBV comecou a ser relatado em diferentes paises e
continentes, como no Brasil, no Egito e na Tailandia (HIPOLITO, 1957; SHEBAIE
1986; EID, 1998deWIT etal., 2011).

Entre 1960 e 1970, foram retomados os estudos sobre os efeitos do IBV no trato
reprodutivo das aves. Pesquisas encontraram quantidades significativas de virus no
oviduto, apos infeccdo das aves com o IBV, abrindo a questdo de se o virus era
transmitido ou ndo pelo ovo. Pesquisadores encontraram evidéncias dessa transmissao
quando o virus foi isolado diretamente de pintos nascidos de galinhas infectadas. No
entanto, dada a reducéo significativa no numero de ovos por galinha infectada pelo 1BV
e por ndo existir relatos de surtos no campo relacionados a esse fendbmeno, considera-se
que seja um evento de pouco importancia ou esporadico (&D@K2012). Na década
de 60, o IBV foi isolado no Japao, Taiwan, Nova Zelandia e Malasia €&l 1982
WANG; TSAI, 1996; HUANG, 2000; MASEet al., 2008; WANG; HJANG et al.,

2004 WIT etal., 2011), fato que evidencia a rapida dispersao nesse virus por diferentes
paises.

No final da década de 60, pela primeira vez, foi demonstrado interesse no papel
do trato gastrointestinal na patogénese do virus. Diversos trabalhos na década de 1970
mencionaram a excre¢ao do IBV pelas fezes, algumas vezes associada com aparente
persisténcia do virus em individuos no plantel infectado (CQDl., 2012). A
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significancia da excrecdo e a sobrevivéncia do IBV nas fezes nao foi totalmente
esclarecido até o0 momento.

Entre o primeiro relato do IBV até o final da década de 60, os estudos estavam
voltados, principalmente, para elucidar a patogénese do virus, seus mecanismos de
transmissao, as diferentes manifestacdes clinicas e no desenvolvimento de estratégias de
controle. Entretanto, no inicio da década de 70, varios estudos foram publicados
relatando o isolamento de novas variantes do IBV pelo mundo, entre as quais inclui
estirpes dos Estados Unidos, Inglaterra, Franca, Bélgica, Italia, Polénia, Espanha, Brasil,
Chile, Malasia e Russia (de WeéTal., 2011).

A medida que o nimero de variantes identificadas nos EUA aumentava, na
década de 70, algumas se mostraram amplamente distribuidas e, portanto, de grande
importancia econémica, como, por exemplo, as estirpes Florida, Clark 333 e Arkansas.
Provavelmente, conforme Fields (1973), a estirpe mais significativa delas € a variante
Arkansas (Ark), visto que essa variante continua sendo uma das mais predominantes nos
EUA até hoje. Todavia, 0 interessante é que esta variante, mesmo aparecendo
esporadicamente em outros paises, ainda € consideraal@stinpe autdctone dos
Estados Unidos e de baixa disperséo.

Na Europa surgiram as estirpes D207 (também conhecido como D274), D212
(conhecida como D1466), D3896 e D3128. Dados experimentais mostraram que as
vacinas ja existentes contra o IBV ndo produziam protecdo suficiente contra as novas
variantes que estavam aparecendo pelo mundo (deVdlT 2011; COOKetal., 2012;
JACKWOOD, 2012; DHAMAetal., 2014).

Até o inicio dos anos 1970, a vacinacao contra o IBV foi amplamente praticada e
as vacinas vivas atenuadas, H120 e H52, foram universalmente utilizadas, exceto nos
EUA, onde vacinas do tipo Massachusetts, com base na estirpe M41, foram
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desenvolvidas. No entanto, a incapacidade dessas vacinas em proteger contra todas as
novas variantes do IBV deu um impulso para o desenvolvimento de vacinas contra
algumas dessas novas variantes. Além disso, percebeu-se que muitos dos novos virus
variantes identificados em aves comerciais desapareciam rapidamente. Portanto, o
desafio na década de 70 foi decidir qual variante seria de importancia suficiente para
justificar o desenvolvimento de uma vacina especifica. As vacinas desenvolvidas nos
EUA nessa altura eram dos sorotipos Florida, Arkansas e Massachusetts ¢C&OK

2012).

A década de 80 foi, sem duvida, a década das novas variantes do IBV. Diferentes
estirpes do IBV tornaram-se um grande problema em todos os continentes (é¢ WIT
al., 2011; COOKet al., 2012; JACKWOOD, 2012; DHAMAet al., 2014). De acordo
com Cooket al. (2012), na Europa, um grande numero de variantes (com prefixo " D ")
foram descritas associadas com a doenca em planteis vacinados. Por sua vez, n
Australia foi constatada uma mudanca na predominancia das estirpes nefropatogénicas
para novas variantes causando manifestacées clinicas respiratérias €€aQIQR012;
JACKWOOD, 2012). Neste pais, o IBV sempre evolui de forma independente devido ao
seu isolamento geogréfico e por ndo importar nenhum material genético desde 1985.

No final da década de 1980, pesquisadores evidenciaram que a incidéncia e a
distribuicdo das variantes do IBV eram eventos complexos, pois alguns virus, como o
Mass, ocorriam em todo 0 mundo, o virus Arkansas parecia estar restrito a determinadas
regides dos EUA, enquanto que outros, tais como o D274, foram encontrados na Europa,
mas nao nos EUA. Além disso, nos anos 80, percebeu-se que as vacinas vivas atenuadas
nao forneciam protecdo adequada durante toda a vida das aves poedeiras e matrizes. Esta
constatagdo levou ao desenvolvimento das primeiras vacinas inativadas associadas a
adjuvantes oleosos contra o IBV (CO@#al., 2012).
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Com o desenvolvimento de testes de diagnostico baseados em dados
moleculares, a partir de 1990, a identificacdo de uma nova variante do IBV tornou-se
possivel em poucos dias em vez de semanas. Consequentemente, novos genotipos foram
rapidamente sendo identificados em todo o mundo, incluindo nos EUA, América do Sul,
América Central, Europa, Australia e, particularmente, na China, Japao, Taiwan e Coréia
(COOK et al.,, 2012). Essa explosdo de sequéncias de nucleotideos do IBV foi, em
grande parte, submetida a&enBank (banco de dados online de nucleotideos),
possibilitando qualquer pesquisador comparar suas sequéncias com as de outros paises.
Logo, 0 aumento repentino no surgimento de novas variantes, provavelmente, € devido
ao fato de a comunidade cientifica conseguir descrever muitos mais variantes em curto
periodo de tempo.

Ao longo dos dultimos 25 anos, muitas variantes do IBV tém surgido e
desaparecido, mas poucas tém persistido na industria avicola até os dias atuais e,
algumas destas, tém grande importancia devido a sua elevada capacidade de dispersao
como, por exemplo, a estirpe 4/91 e a estirpe QX.

De acordo com Jackwood (2012), em 1991, um virus peculiar, designado 793B
ou 4/91 emergiu na Inglaterra e Franca e, rapidamente, se espalhou para varias partes do
mundo, incluindo Europa Oriental, Rassia, Turquia, Oriente Médio, China, Japéao,
Marrocos e América do Sul, com excecdo dos EUA. Esta variante é peculiar, pois sua
patologia ndo é tipica de outras infec¢des pelo IBV, visto que estd associada com alta
mortalidade em matrizes, e, possivelmente, miopatia muscular sobre condigbes de
campo (COOKet al., 2012). Uma vacina com base na estirpe 4/91 foi desenvolvida na
época e encontra-se comercialmente disponivel em muitos paises (JACKWOOD, 2012).

Por volta de 1996, um novo virus foi identificado e descrito na China como
pertencente ao tipo LX4. Esse virus, denominado como QX, foi associado a traqueite,
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nefrite grave, perdas na producéo de ovos e proventriculite. A morbidade era de 100% e
a mortalidade era elevada devido a natureza nefropatogénica do virus. A partir de 2001,
virus semelhantes ao QX foram relatados na Europa Oriental, nos Paises Baixos, Europa
Ocidental e em varios paises da Asia. Devido & sua alta patogenicidade e sua ampla
disseminacéo, a variante QX € considerada a estirpe mais importante na Europa nos dias
atuais (JACKWOOD, 2012).

Em 2002, o surto na China da sindrome respiratéria aguda grave (SARS ou
pneumonia Asiatica), causada por um coronavirus que afeta humanos, foi significativa
para oS avancos has pesquisas com o IBV, pois um grande namero de laboratérios e
consideraveis recursos foram, imediatamente, direcionados para a investigacdo dos
coronavirus, o que inclui o IBV. Assim, como exposto por Cetoil. (2012), foram
estudadas as caracteristicas moleculares do virus, 0s eventos de transcri¢cao e replicacao,
a sintese de proteinas e sua estrutura, a montagem do virion, taxas de mutacéo,
recombinacao, diversidade genética e epidemiologia.

Apesar dos muitos avangos no campo da biologia molecular e a maior
compreensao do virus, as vacinas contra o IBV ainda sdo produzidas por meio da
tecnologia que tem sido empregada por mais de 60 anos; ou seja, a passagem do virus
em ovos embrionados para sua atenuacdo. Na Ultima década, pesquisas utilizando
biotecnologia visam o desenvolvimento de novas vacinas como a de subunidades,
vacinas de DNA, vetoriais e recombinantes, porém poucos resultados existem na
validacdo dessas vacinas no campo (de WiTal, 2011; COOKet al, 2012;

JACKWOOD, 2012; DHAMAetal., 2014).

3.4.2Caracteristicas estruturais e organizacdo do genoma
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IBV pertence a ordemNidovirales familia Coronaviridae, subfamilia
Coronavirinaee ao génerdsammacoronavirue € o agente etioldgico da bronquite
infecciosa das galinhas (BIG). A famil@oronaviridaeé dividida em duas subfamilias
Coronavirinaee Torovirinae A subfamiliaCoronavirinae é subdividida nos géneros
Alphacoronavirus, BetacoronaviruBeltacoronaviruse Gammacoronaviryscom base
na analise genética dos dominios conservados da replicase pplab e nas proteinas
estruturais de espicula (S), do envelope (E), da membrana (M) e do nucleocapsideo (N)
(ICTV, 2015 JACKWOOD et al., 2012). Os dois primeiros géneros incluem
coronavirus de mamiferos, enquanto que o0s géndbedtacoronavirus e
Gammacoronavirusetinem isolados de aves. O gén@ammacoronavirus engloba o
IBV e outros virus geneticamente semelhantes como coronavirus dos perus (TCoV),
coronavirus de faisbes (pHCoV), coronavirus de gansos, coronavirus deos)ar
coronavirus de pombos e outros que ainda estdo sendo estudados (CAVANAGH
1994,1995; CAVANAGH, 2005, 2007).

IBV € um virus de RNA fita simples, ndo segmentado, de polaridade positiva,
com aproximadamente 120 nm de diametro envolto por um envelope lipoproteico
provido de projecdes, ou espiculas, bem demarcadas e distribuidas por toda a superficie
do virion (BOURSNELLetal., 1987; CAVANAGHetal., 1997).

De acordo com Lai & Cavanagh (1997), o IBV foi o primeiro coronavirus a ser
completamente sequenciado e 0 seu genoma é um dos maiores entre 0s virus de RNA,
com aproximadamente 27,6 Kb de comprimento. O genoma é estruturado em um
conjunto de mMRNAs subgendmicos de forma que cada um leve a traducdo de uma ou
mais sequencias de leitui@gen Reading Fram@®©RF).

Os genes do IBV se distribuem no genoma do virus em seis diferentes mRNAsS

subgendémicos (MRNAX mRNAG), conforme Figura 3:
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* mMRNAL: Gene 1 codificador da RNA polimerase, ocupando 2/3 de todo
genoma viral e com duas ORFs sobrepostas (ORFla e ORF1lab);

= MRNAZ: Gene codificador da glicoproteina S;

= B Gene 3 que é constituido por trés ORFs, as quais codificam
pequenas proteinas ndo estruturais 3a, 3b e uma proteina estugayal,
também chamada de proteina E;

= MR Gene codificador da glicoproteina M;

= WRMAE Gene 5 que é a regido codificadora de duas proteinas n&o

estruturais, 5a e 5b;

MRNAG6: Gene codificador da nucleoproteina N.

3 5
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Figura 3: No Sentido 5’-3’, esquema da organizacdo do genoma do IBV. Fonte: Figura
elaborada pela autora.

Junto a cada uma das extremidades 5 e 3 encontram-se duas regides nao
traduzidas Untranslated regionUTR), com cerca de 500 nucleotideos cada uma delas.
Essas UTRs desempenham um papel chave na transcricdo e replicacdo do RNA viral.
Além disso, as ORFs la e lab codificam poliproteinas que sédo pés-traducionalmente
clivadas em 15 proteinas ndo estruturais (nsp2 a nspl6) por duas proteases virais, uma
protease papaina-like (PLP) e uma protease 3C-like (JACKW@D, 2012). As
proteinas ndo estruturais estdo associadas a replicacao e transcricdo do RNA do virus

(LAI; CAVANAGH, 1997; CAVANAGH, 2007; MONTASSIER, 2008).
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O IBV codifica quatro proteinas estruturais denominadas: glicoprotedna d
espicula (S), glicoproteina integral de membrana (M), proteina pequena de membrana
(E) e a proteina fosforilada do nucleocapsideo (N). O envelope viral € formado por uma
camada dupla de lipideos composto por trés proteinas estruturais (M, E, S), resultando
no aspecto de uma coroa (do latiorong, como pontua Cavagh (2007).

O autor supracitado acrescenta que a principal proteina estrutural de envelope
dos coronavirus € a proteina de espicula S. Esta proteina forma projecdes de cerca de 20
nm de comprimento e € a proteina mais polimérfica entre os coronavirus, podendo ser
organizada como dimeros ou trimeros. A poliproteina S possui duas funcdes bem
conhecidas que séo a de fixar e ativar a fusdo do envelope viral com a membrana da
célula do hospedeiro, o0 que contribui para a liberagcdo do genoma viral para o interior da
célula.

A poliproteina S tem cerca de 1160 aminoéacidos (176 KDa) e € clivada pos-
traduzdoem duas subunidades: amino-terminal S1 e carboxi-terminal S2, com cerca de
500 e 600 aminoacidos cada uma delas, respectivamente. A proteina S é ancorada pela
porcdo 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 (KANTetal., 1992; CAVANAGH, 2007).

Além das caracteristicas anteriormente mencionadas, a subunidade S1 contem os
principais epitopos que séo alvo para a combinagdo com anticorpos neutralizantes, os
quais sao constituidos por determinadas sequéncias de aminoacidos que conferem a
especificidade de sorotipo a cada estirpe do IBV (CAVANAGH, 1995;
LAI;,CAVANAGH, 1997; MONTASSIER, 2008). Comparando as sequéncias de
aminoacidos do gene S1 de diferentes sorotipos, determinados por testes de
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neutralizacdo, a maioria varia em torno de 20 a 25%, podendo chegar até a 50% de
variacdo entre um sorotipo e outro. Entretanto, como observa Cavanagh (2007),
diferencas de 2 a 3 % de residuos de aminoacidos (10 a 15 residuos) também podem
resultar em uma mudanca de sorotipo, 0 que contribui para a diminuicdo da protecao
cruzada.

Outra caracteristica da glicoproteina S1 é que ela possui determinadas sequéncias
de aminoacidos em sua estrutura que apresentam grande variabilidade. Tais sequéncias
sdo denominadas: regido hipervariavel 1 (HVR 1), delimitada pelos residuos de
aminoacidos 38 a 63egido hipervariavel 2 (HVR II), delimitada pelos residuos de
aminoacidos 91 a 141; e a regido hipervariavel 3 (HVR Ill) gue compreende do residuo
de aminoacido 250 ao 387 (ALVARADGt al., 2005). Estudos tém demonstrado a
importancia dessas trés regides hipervariaveis na interacdo direta com anticorpos
neutralizantes e, por conseguinte, constituem os determinantes sorotipo-especificos
apresentados pelas diversas estirpes do virus da bronquite infecciosa das galinhas
(CAVANAGH etal., 1988; MOOREetal. 1998; CAVANAGH, 2007).

Intimamente associada ao RNA viral esta a proteina do nucleocapsideo (N), com
aproximadamente 400 aminoacidos. A proteina N liga-se ao genoma viral
desempenhando um papel importante na replicacdo e na montagem do virus € devido
sua funcao intrinseca, acumula menos eventos de mutagdo comparativamente a proteina
S (CAVANAGH, 2007; MONTASSIER, 2008; JACKWOOE&x al., 2013. Além disso,

a proteina N esta envolvida na inducao de respostas imunes cito-mediadas, uma vez que
contem em sua estrutura epitopos para a interacdo com células T citotoxicas especificas,
as quais contribuem decisivamente para a restricdo da disseminacdo da infeccéo pelo
IBV dentro do hospedeiro (SE@ft al., 1997; SEAH et al., 2000; MONTASSIER,
2008).
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Além das proteinas estruturais S e N, todos os coronavirus tém um grande
namero de copias de uma proteina pequena integral de membrana, a proteina M (cerca
de 230 aminoacidos) e pequenas quantidades de uma proteina muito pequena, associada
a membrana e ndo glicosilada, a proteina E (cerca de 100 aminoacidos). Ambas as
proteinas sdo necessarias para a formacdo de novas particulas virais (CAVANAGH
2007).

Intercalados entre os genes estruturais, existem dois genes ndo estruturais
chamados 3 e 5. O Gene 3 tem trés ORFs, que codificam as proteinas 3a, 3b e 3c, onde
3C é a proteina E. O Gene 5 codifica duas proteinas, 5a e 5b. Estes pequenos genes
codificam proteinas ndo estruturais, cuja funcédo é desconhecida, porém ja se sabe que

eles ndo sao importantes para a replicacdo viral (CAVANAGH, 2007).

3.4.3Replicacdo e patogénese

IBV infecta, primariamente, o trato respiratorio superior das aves, sendo
considerado um virus epiteliotropico. Além de afetar o tecido epitelial respiratorio,
causando tosse, espirros e estertores traqueais,élBdplicado em outras células
epiteliais, incluindo células dos rins, causando nefrite intersticial; do oviduto,
prejudicando a producdo de ovos e sua qualidade; dos testiculos, podendo levar a
infertilidade e do trato gastrointestinal (eséfago, proventriculo, duodeno, jejuno, bolsa de
Fabricius, tonsilas cecais, reto e cloaca) (CAVANAGH, 2007; JACKWGDAaI.,

2012). A replicagéo no tecido entérico ndo resulta, normalmente, em doenca clinica, mas
pode levar a excrecao do virus pelas fezes (CAVANAGH, 2007).

Apoés um curto periodo de incubacéo, entre 18 a 36 horas, IBV é replicado nas

células ciladas e secretoras de muco das narinas e traqueia (DHINAKAR; JONES

29



1997). Para dar inicio a sua replicacao, o virus adere e funde-se através da subunidade
S1 da proteina S aos receptores especificos da membrana citoplasmatica das células alvo
e, apds sua penetracdo no citoplasma, o ciclo de replicacédo do virus ocorre inteiramente
neste compartimento celular.

No processo de replicacdo, o RNA viral, que possui 0 mesmo sentido que o RNA
mensageiro celular (RNA senso positivo), pode ser traduzido imediatamente apos
infeccdo da célula alvo. Logo, d\RA viral se liga imediatamente aos ribossomos para
sintetizar a enzima RNA polimerase, a qual fara a transcricdo do RNA do virus em uma
fita negativa complementar. Esta fita negativa de RNA complementar serve como molde
para a sintese de um novo RNA do virus e dos RNAs mensageiros subgenbémicos
(mMRNAs). Os mRNAs subgenémicos séo produzidos por um mecanismo de transcricao
descotinua (leader-priming), os quais passam a funcionar como replicons, podendo
gerar genomas recombinantes. A producdo desses mMRNAs constitui uma das
caracteristicas marcantes da fanl@onaviridae(LAl; CAVANAGH, 1997).

O titulo infectante viral atinge valores maximos nas mucosas do nariz e da
traqueia aos trés dias pos-infeccdo e permanece por mais dois a cinco dias (AMBALI;
JONES, 1990; HOFSTAD; YODER, 1996). Titulos semelhantes ocorrem nos p@maoes
sacos aéreos. Apos a infeccao de tecidos e érgaos do aparelho respiratério (incluindo
narinas, traqueia, pulmbes e sacos aéreos), o IBV segue para uma fase de viremia,
possibilitando a sua distribuicdo para outros tecidos do hospedeiro. A infeccdo é
comumente seguida por infeccdo bacteriana secundéria, que pode levar a quadros
clinicos mais severos da doenca, incluindo casos com elevada mortalidade
(VANDEKERCHOVE et al., 2004).

Curiosamente, o IBV pode estabelecer infec¢cdes persistentes em galinhas. Em
experimentos envolvendo a inoculacdo de pintos, apés a fase aguda da doenca, o virus
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nao foi mais excretado. No entanto, a excrecdo do virus retornou quando a fase de
producdo de ovos iniciou, com aproximadamente 19 semanas de idade, provavelmente,
pois o inicio da postura mostrou-se como um fator estressante para as aves, 0 que
possibilitou novamente a excrecédo do virus (JONES; AMBALI, 1987; CAVANAGH,

2007).

3.4.4 Transmissao e sinais clinicos

Apos a replicacéo inicial do IBV no trato respiratorio, o virus pode ser excretado
por um periodo superior a quatro semanas via secrecdo nasal e conjuntival. As fezes
também se caracterizam como uma fonte de transmissédo do agente, sendo que o virus ja
foi isolado de fezes 20 semanas apds a infeccdo (KING; CAVANAGH,)19901
transmissao pelo ovo pode ser descartada, uma vez que, embora possam existir altos
titulos virais no oviduto apés a infeccdo pelo IBV, ndo ha relato desse fenbmeno sendo
responsavel por novos surtos a campo (C@OH., 2012).

A transmissdo do IBV de aves infectadas para aves susceptiveis pode se dar de
forma direta, pelo contato da ave susceptivel com secre¢des contaminadas, ou de forma
indireta, através do contato com pessa@uipamentos e objetos contaminados. Em
geral, os animais infectados podem transmitir o virus por &émses apos a infeccao
inicial (KING; CAVANAGH, 1991; DI FABIO, 1993; ROSSINI; MONTEIRO, 20p4

A respeito da estreita associacdo do IBV com aves da espatiie gallus tem
sido cada vez maior o numero de notificacdes sobre o isolamento de coronavirus
geneticamente similares ao IBV, em outras espécies de aves, galiformes ou ndo. Dessa
forma, de acordo comlaternational Committee on Taxonomy of Viruge€srV, 2015),
ja estdo caracterizadas novas espécies dentro do g&@numacoronavirys
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geneticamente similares ao IBV, isoladas de pefuskéy coronavirus de faisdes
(Pheasant coronavirgsde patosQuck coronaviruy de gansosGoose coronaviryse

de pombosHigeon coronavirus Além disso, Ito e colaboradores (1991) isolaram um
coronavirus com caracteristicas antigénicas muito similares as do IBV, obtido a partir de
amostras de galinhas de angola criadas no Brasil que apresentavam enterite e alta
mortalidade.

Mesmo com o crescente relato do IBV ou de virus semelhantes ao IBV em aves
selvagens, ndo ha comprovacao de nenhuma ave selvagem que possa ser reservatério do
IBV, e que, portanto, poderia transmitir o IBV através de longas distancias, tal como
ocorre com o virus da influenza aviaria e as aves aquaticas migratérias. Logo, € possivel
suspeitar que a dispersdao do IBV, entre diferentes paises e continentes, é altamente
influenciada por fatores néo virais como o comeércio legal ou ilegal de aves vivas e
vacinas vivas atenuadas.

As aves acometidas pelo virus da bronquite infecciosa das galinhas podem
apresentar sinais clinicos respiratérios como, tosse, espirros, estertores traqueais,
descargas nasais, lacrimejamento, edema de barbela, sinusite e conjuntivite; sinais renais
como incremento no consumo de agua, fezes aquosas e urolitiase (formacao de calculos
renais) e sinais reprodutivos como queda severa na producdo de ovos, deterioracdo da
casca, ovos com baixa qualidade (clara muito aquosa ou em quantidade regluzida)
queda na fertilidade de machos reprodutores (DI FABIO; VILLARREAL, 2089).
replicacdo no tecido entérico ndo resulta, normalmente, em doenca clinica, mas leva a

excrecgdo do virus nas fezes (CAVANAGH, 2007).

3.4.5 Diagnadstico, prevencéo e controle
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Apesar de transcorridos mais de 80 anos desde a primeira descricdo do IBV, a
doenca continua a ser um dos principais agravos para a avicultura industrial em varias
partes do mundo. A variabilidade antigénica do virus, juntamente com os diferentes
tropismos demonstrados pelas estirpes virais dificultam o diagnostico e controle da
infeccdo (VILLEGAS, 1997).

O primeiro passo para o desenvolvimento de um programa de controle efetivo
para a bronquite infecciosa das galinhas (BIG) inclui a correta identificacdo e
caracterizacdo do agente etioldgico. A adocdo de métodos rapidos, especificos e
sensiveis de deteccéo e classificacdo de estirpes virais tem sido recomendada por muitos
pesquisadores, dentre estes métodos pode-se incluir o uso de anticorpos monoclonais e
técnicas moleculares (WENTZ, 1992; DI FABIO, 1993; FALCONEal., 1997;
CARDOZO, 1998; COOK, 1999; HOERR, 1999; ROCHA, 2000; SOW#Al., 2001;
RESENDE, 2003; DI FABIO, 20Q4itado por Penatal. (2005).

Na avicultura industrial mundial, as medidas de controle que tém sido mais
amplamente adotadas baseiam-se na combinacdo de medidas de biosseguridade
(isolamento, higiene, lotes com idade Unica, controle de transito de veiculos e pessoas e
vazio sanitario) e programas de vacinacao desenvolvidos de acordo com a necessidade
de cada regido ou pais (VILLEGAS, 1997; HOERRal., 1999; RESENDE, 2003;
BERNARDINO, 2004).

As vacinas vivas do IBV sao fabricadas a partir do virus vivo, porém atenuado
por meio de multiplas e seriadas passagens em ovos embrionados de galinha, podendo
ou néo ser clonados em cultivo primario de células de embrido de galinha. Ja as vacinas
inativadas contem o virus inativado com agente quimico e acrescidas de adjuvantes
(emulsbes oleosas). De acordo com Cavanagh (2007), as vacinas inativadas oleosas
contra o IBV, desenvolvidas durante a década de 80, tinham como principal objetivo
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alcancar uma imunidade duradoura nas aves de vida longa, ja que a protecdo conferida
pelas vacinas vivas é de curta duracdo, até nove semanas apos vacinacgao.

N&o obstante, a pratica comum € vacinar galinhas de vida longa (matrizes e
galinhas de postura), durante os periodos de cria e recria (até aproximadaniéhte 18-
semanas de vida), contemplando a administracdo de vacinas vivas seguidas de vacina
inativada antes da fase de producdo. A vacinacdo durante a fase de producdo € uma
pratica adotada por varias empresas em todo o mundo (VILLEGAS, 1997; RESENDE
2003). Em aves de vida curta (frangos de corte), a vacinacdo no primeiro dia de vida por
meio de aerossol é uma pratica estabelecida por varias empresas. A necessidade de
revacinacdo deve ser analisada cuidadosamente e deve ser feita seediv@rea
passando por um alto desafio pelo IBV (VILLEGAS, 1997; CAVANAGH, 3007

Comparado a outros coronavirus, multiplos sorotipos e variantes do IBV
continuam emergindo. Esse padrdao de evolucdo parece ser unico ao IBV e, por isso, 0
diagnostico e controle de IBV é extremamente desafiador. Como somente alguns tipos
de vacinas, e, em muitos paises, apenas um sorotipo (tipo Mass) pode ser usado, virus
variantes persistem e surtos continuam a ocorrer (JACKW&@D 2005, 2009,2012).

No Brasil, a vacinacéo contra a BIG tem sido feita desde 1980 e o Unico sorotipo
liberado pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAPA), conforme Portaria
Ministerial nimero 24/80, de 17 de janeiro de 1980, é o sorotipo Massachusetts. Dentre
as estirpes permitidas para entrarem na composicdo de vacinas vivas atenuadas,
pertencentes ao sorotipo Massachusetts, sdo a H120, a H90 e a H52, ou,
alternativamente, estirpes naturalmente apatogénicas e clonadas, como a Ma5. Tem-se
demonstrado que as vacinas contra BIG preparadas com estirpes pertencentes ao
sorotipo Massachusetts proporcionam um amplo espectro antigénico. Por essa razéo,
como ressalta Villegas (1997), a maioria dos programas vacinais inclui esse sorotipo
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como base principal. Entretanto, apesar da vacinacédo cuidadosa, existem situacfes em
gue as vacinas licenciadas existentes podem nao proporcionar protecdo adequada contra
desafios de novas variantes virais.

E importante ressaltar que alguns paises, em seu programa nacional de
vacinacdo, permitem a fabricacdo e uso de vacinas vivas atenuadas com diferentes
sorotipos, tais como Massachusetts, Connecticut, Arkansas, 4/91 (793/B), dentre outros,
0 que pode levar a um processo de recombinacdo entre esses diferentes sorotipos
vacinais, ou até mesmo de seus genomas com outros IBVs circulantes no campo,
contribuindo assim, para a emergéncia de novas estirpes variantes do IBV
(CAVANAGH; NAQI, 2003; MONTASSIER, 2008).

Para diferenciar e caracterizar as estirpes virais do IBV foi proposto um sistema
de classificacdo baseada na abordagem de procedimentos/analises. As analises podem
ser funcionais, as quais procuram avaliar importantes propriedades e funcdes biologicas
de uma estirpe, ou podem ser ndo-funcionais, que buscam investigar e caracterizar o
genoma viral. A classificagdo realizada através de analises funcionais resulta na
identificacdo de diferentes patotipos, protectotipos e sorotipos do IBV. Ja as analises
nao-funcionais resultam em uma classificacdo de gendétipos virais (De WIT, 2000;
CAVANAGH, 2005).

Quando as estirpes do IBV sao agrupadas em protectotipos, sdo obtidos dados a
respeito da eficiéncia de uma determinada formulagdo vacinal desse mesmo virus e
também se consegue determinar qual € a estirpe com melhor capacidade de induzir
protecdo cruzada. O patotipo é definido pelo tropismo de uma estirpe do IBV por um
tipo particular de células ou tecidos e pelas lesdes predominantes que sdo induzidas pelo

virus no hospedeiro (MONTASSIER, 2008).
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Alguns dos meétodos utilizados para o diagndstico e caracterizagcdo do 1BV,
incluem a passagem em ovo embrionado e observacdo de nanismo e enrolamento do
embrido; soroneutralizacdo apos isolamento do virus em ovo embrionado; estudos de
imunizacdo cruzada para definir o protectotipo; reacdes de imunofluttescé
imunodifusdo em gel de agar e ensaios imunoenzimaticos (de WIT, 2000;
CANAVAGH; NAQI, 2003; DHAMA etal., 2014). Todavia, todos esses procedimentos
acima descritos sdo onerosos e demandam muito tempo, 0 que gera a necessidade do
desenvolvimento de métodos de diagndstico mais rapidos e baratos para a identificacédo
precisa dos isolados virais.

Para fazer frente a essas dificuldades, os métodos de biologia molecular tém sido
desenvolvidos e aprimorados, servindo, em sintese, para fazer o diagndstico direto e, ou,
genotipagem do IBV. Dentre esses métodos, destacam-se a reacdo da transcriptase
reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), a analise dedsagme
gendbmicos gerados por enzimas de restricdo (RFLP) e também o sequenciamento

genético.

3.4.6 Evolucao e diversidade

A maioria das doencas infecciosas emergentes é causada por virus de RNA. Uma
significativa taxa de mutacdo, eventos de recombinacdo, tempo de geragdo curto e
geracdo de uma grande progénie sao fatores que conduzem a uma rapida evolucédo do
IBV e, consequentemente, a uma grande diversidade genética e antigénica
(JACKWOODetal., 2012; TORGCetal., 2012). Todavia, conforme Tosbal. (2012), 0
mecanismo de evolugcdo do IBV ndo depende somente da geracdo de diversidade
genética, mas também do processo de selecao natural que ocorre dentro do hospedeiro,
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em concordancia com os postulados de Charles Darwin de 1859. Evidéncias sugerem

que varios fatores dentro do hospedeiro, incluindo a resposta imune, afinidade com os

receptores celulares, bem como as condi¢des fisicas e bioquimicas de cada tecido, sdo
responsaveis pelo processo de selecédo do IBV.

As taxas evolutivas do IBV séo tao rapidas que, mesmo vacinas vivas atenuadas,
passam por selecdo e mutacao depois de uma Unica passagem no hospedeiro. Um estudo
comparou o virus original da vacina e o virus re-isolado apds vacinacdo das aves e
descobriu que h&a selecdo de subpopulacbes e que mutacbes ocorreram no gene S
(MCKINLEY et al., 2011). Outro estudo descobriu distintas subpopulacdes virais que
foram selecionadas quando as aves foram vacinadas com a estirpe Ark-DPI (VAN
SANTEN; TORO, 2008). Uma analise posterior constatou que as subpopulacbes do
virus eram diferentes no microambiente de diferentes tecidos no hospedeiro
(GALLARDO et al., 2010). Estes dados sugerem que os microambientes de diferentes
tecidos do hospedeiro exercem diferentes pressoes de selecdo durante a replicagdo do
IBV.

A diversidade genética é definida como uma medida de todos os genotipos
encontrados em uma populacdo, bem como a frequéncia desses genétipos. A diversidade
€ criada por mutacdes, que incluem eventos de substituicdo, insercdo e delecdo e por
eventos de recombinacao que ocorrem quando o genoma viral é replicado. Mutacdes séo
causadas, principalmente, pela alta taxa de erro e limitada capacidade de correcéo da
RNA polimerase (JACKWOORtal., 2012).

A recombinacdo ocorre se uma célula é infectada por duas estirpes distintas do
IBV, gerando uma progénie com sequéncias derivadas de ambas as estirpes parentais.
Regides do genoma viral com maior incidéncia de eventos de recombinacdo foram
relatados para o IBV no gene da glicoproteina S, bem como em nsp 2, nsp 3, e nsp 16
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(HAGEMEIJER et al., 2010;. THORet al., 2011). Pelo fato do gene S estar envolvido
na ligacdo do virus com a célula hospedeira e por conter epitopos neutralizantes, eventos
de mutacdo ou recombinacdo no gene S podem resultar no aparecimento de novos
sorotipos do IBV, aumentando, assim, sua diversidade antigénica (JACKVECED
2012).

Outra caracteristica da evolucdo dos coronavirus, inclusive célB¥enémeno
de quasispecies=ste fendbmeno esta relacionado com a geracdo de uma ampla progénie
durante a replicacdo desses virus, resultando em um processo seletivo mo qual
resultado ndo € a selecdo de um gendtipo Unico, mas sim de uma populacédo heterogénea
de variantes geradas por erros na replicacdo de uma estirpe parental. Todo esse processo
pode levar a formacdo de um conjunto de genomas, sendo que um deles pode conter as
mutacfes necessarias para promover o escape do sistema imune do hospedeiro (BARIC
et al.,, 1997; ROTTIER, 1999; MOY/Aet al., 2000). Por outro lado, o processo de
formacao dequasispeciesnos coronavirupossuem algumas limitacdes, como, por
exemplo, o fato desse fendmeno exigir que o virus tenha uma alta taxa de mutacéo,
porém 0s coronavirus possuem um dominio de exoribonuclease assadrida
polimerase que reduz as taxas de erro dessa proteina (@QRQ012).

Com excecdo do SARS-CoV (coronavirus humano), os coronavirus, incluindo o
IBV, possuem poucos estudos a respeito de sua evolugcéo e dinamica populacional
(JACKWOOD et al., 2012). As abordagens filogenéticas e filogeogréaficas tornaram-se
estratégias importantes para estudar a epidemiologia de patdgenos para 0s quais
sequéncias moleculares estao disponiveis, uma vez que estas abordagens podem elucidar
a evolucao, estabelecer o padrdao de dispersdo em um contexto histérico geografico e
ajudar no desenvolvimento de estratégias efetivas para o controle de agentes infecciosos
(VIDIGAL etal., 2012).
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5.1INTRODUCAO

Em 1931, Schalk e Hawn descreveram uma nova doenca respiratoria em aves,
cuja etiologia so foi elucidada em 1936. Esse novo patdégeno foi denonifectmus
bronchitis virus(IBV) e é, atualmente, considerado um dos mais importantes agentes
infecciosos da industria avicola.

O IBV é o agente etiologico da Bronquite Infecciosa das Galinhas, doenca
altamente contagiosa que afeta, primariamente, o trato respiratorio superior de aves da
espécieGallus gallus causando enormes prejuizos econdmicos em varios paises. Além
de afetar o tecido epitelial respiratério causando tosse, espirros e estertores traqueais, 0
IBV replica em outras células epiteliais, incluindo células dos rins, causando nefrite
intersticial; do oviduto, prejudicando a producéo de ovos e sua qualidade; dos testiculos,
levando a infertilidade e do trato gastrointestinal (eséfago, proventriculo, duodeno,
jejuno, bolsa de Fabricius, tonsilas cecais, reto e cloaca) (CAVANAGH, 2007,
JACKWOOD et al., 2012). A replicacdo no tecido entérico ndo resulta, normalmente,
em doenca clinica, mas leva a excrec¢do do virus nas fezes (CAVANAGH, 2007).

O IBV é, por definicdo, o coronavirus das galinhas domésticas (espalies
gallus domesticCAVANAGH, 2007). Em geral, os coronavirus sao virus de RNA,
fita simples, sentido positivo e envoltos por um envelope lipidico composto de
projecdes, ou espiculas, bem demarcadas e distribuidas por toda a superficie do virion
(BOURSNELL et al., 1987; CAVANAGHet al., 1997 JACKWOOD et al., 2012).0
genoma viral € de 27 a 31 kb de comprimento (27,6 kb no caso do IBV), sendo
considerado o maior virus de RNA de fita simples e senso positivo.

O genoma do IBV é organizado em seis principais regides, cada uma delas
contendo uma ou mais ORFspén reading fram@sA primeira regido codifica a RNA
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polimerase e possui duas ORFs sobrepostas (ORFla e ORFlab). As ORFs 1la e lab
codificam poliproteinas que sao poés-traducionalmente clivadas em 15 proteinas nao
estruturais (nsp2 a nspl16). Essas proteinas ndo estruturais estdo associadas a replicacao e
transcricdo do RNA do virus (CAVANAGH, 2007; JACKWOO& al., 2012). A

seggunda regido codifica a glicoproteina de espicula (S); a terceira € constituida por trés
ORFs, as quais codificam pequenas proteinas ndo estruturais 3a, 3b e uma proteina
estrutural, a 3c, também chamada de proteina E; a quarta regido da origem a
glicoproteina M; a quinta é codificadora de duas proteinas néo estruturais, 5a e 5b e a
sexta regido € codificadora da proteina do nucleocapsideo (N) (LA
CAVANAGH,1997).

A glicoproteina S € poés-traducionalmente clivada nas subunidades S1 e S2. A
subunidade S1 é responsavel pela fixacao do virus as células hospedeiras e a subunidade
S2 ancora a glicoproteina de espicula ao envelope viral. A glicoproteina S1 também esta
envolvida na indugéo de anticorpos neutralizantes e, poréamaoa proteina susceptivel
a mutacdes, acarretando nos variados tipos genéticos e antigénicos do IBV
(CAVANAGH, 2007; JACKWOODet al., 2012). Intimamente associada ao RNA viral
esta a proteina do nucleocapsideo (N). A proteina N liga-se ao genoma viral
desempenhando um papel importante meglicacdo e na montagem do virus
(CAVANAGH, 2007; JACKWOODetal., 2012).

Na maioria dos casos, 0s coronavirus que afetam mamiferos possuem apenas um
Ou poucos sorotipos descritos, todavia centenas de sorotipos do IBV ja foram relatados
em todo o mundo, tornando-o peculiar entre todos os outros coronavirus (JACKWOOD
2012). Mutacbes em todo o genoma, eventos de recombinacgéo, tempo de geragao curto e
geracdo de uma grande progénie sao fatores que conduzem a uma rapida evolucéo do
IBV e, consequentemente, a uma grande diversidade genética, tornando o seu controle
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extremamente desafiador (JACKWOGDal., 2012 TORO et al., 2013. Todavia, o
mecanismo de evolucdo do IBV ndo depende somente da geracdo de diversidade
genética, mas também do processo de selecdo natural que ocorre dentro do hospedeiro,
em concordancia com os postulados de Charles Darwin (Té&d&(02012).

A diversidade genética é criada por mutacdes, que incluem eventos de
substituicdo, insercéo e delecédo e por eventos de recombinagcdo, que ocorrem quando o
genoma viral é replicado. MutagBes sdo causadas, principalmente, pela alta taxa de erro
e limitada capacidade de correcdo da RNA polimerase (JACKWE&@D, 2012). A
recombinacdo pode ocorrer se uma célula do hospedeiro for infectada por duas estirpes
distintas do IBV, gerando uma progénie com sequéncias derivadas de ambas as estirpe
parentais (CAVANAGH, 2007).

Evidéncias sugerem que varios fatores intrinsecos do hospedeiro séo
responsaveis pelo processo de selecdo do IBV, incluindo a resposta imune, variacdes na
afinidade com os receptores celulares e as diferengas no microambiente de diferentes
tecidos como, por exemplo, temperatura, nivel de oxigénio e concentracao de enzimas
(TOROetal., 2012).

Com excecdo do SARS-CoV, os coronavirus, incluindo o IBV, possuem poucos
estudos a respeito de sua evolucao e dindmica populacional. As abordagens filogenéticas
e filogeogréficas tornaram-se estratégias importantes para estudar a epidemiologia de
patbgenos para 0s quais sequéncias moleculares estdo disponiveis, uma vez que estas
abordagens podem elucidar a evolucéo, estabelecer o padrédo de dispersdo em um
contexto historico geogréfico, entender eventos biologicos no passado relacionados a
dindmica populacional e ajudar no desenvolvimento de estratégias efetivas de controle

(VIDIGAL etal., 2012).
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Considerando a grande diversidade genética dos isolados do IBV e que pesquisas
epidemiolégicas sdo essenciais para entender a evolucdo de um virus, este trabalho
propde reconstruir, através de abordagens filogenéticas e filogeograficas, a

epidemiologia molecular de isolados de IBV sob um ponto de vista global.

5.2MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Preparacao dos bancos de dados para as analises

Para estabelecer um melhor panorama para discussdo da epidemiologia
molecular do Infectious bronchitis virusforam montados bancos de dados com
sequéncias de nucleotideos do IBV. As sequéncias foram organizadas de acordo com o
pais de origem do isolado viral e com sua respectiva data de isolamento, formando os
bancos de dados para as andlises filogenéticas e filogeogréaficas. O primeiro banco de
dados (IBV) comtemplou sequéncias completas da subunidade S1 (N=256) e do gene
N (N=154) do IBV. Para aumentar a cobertura dos paises das quais as sequéncias estdo
disponiveis, um segundo banco de dados ()B@R2montado com sequéncias parciais
do gene S1 (N=390) e do gene N (N=L703 banco de dados IBV2 foi utilizado
somente para montagem das arvores filogenéti&sssequéncias d&1 e N foram
baixadas do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Esta amostragem
abrangeu cepas do IBV de 24 paiskstodos os continentes e no periodo de 1937 a
2013(tabela 1 e materiauplementar).

As sequéncias de nucleotideos foram alinhadas utilizando a plataforma online de
alinhamento multiplo global (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/), comparando diferentes
ferramentas (CLUSTAL W, MAFFT e MUSCLE), a fim de obter o resultado mais
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aproximado do alinhamento 6timo das sequéncias dos bancos de dados. Todas as
ferramentas utilizadas apresentaram o mesmo resultado e, por convencao, foi escolhido
o algoritmo MUSCLE para o alinhamento das sequéncias. Os gaps foram setoado
alinhamentos utilizando o aplicativo GBlocks v.0.91b (CASTRESANA, 2080).
retirada dos gaps foi de 13,04% e 2,74% do total de bases nas sequéncias completas de
S1 e N, respectivamente. A retirada dos gaps foi de 88,26% do total de bases de S1 e

74,59% de N para as andlises das sequéncias parciais dos genes.

5.2.2 Andlise de recombinacéo

A presenca de isolados virais recombinantes podem induzir interpretacfes
errbneas na genealogia do IBV. Evidéncias filogenéticas de recombinacdo foram
testadas para as sequéncias completas de S1 e N e os pontos de recombinacdo
(breakpoints) foram preditos utilizando véarios métodos (P<0,01) disponiveis na versao
RDP versao 4.50 (MARTIN et al., 2010), incluindo RDP (MARTIN; RYBICKI, 2000),
GENECONV (PADIDAM, et al., 1999), Chimaera (POSADA; CRANDALL, 2001),
MaxChi (SMITH, 1992), 3Seq (BONI et al., 2007) e BootScan / SiSscan (POSADA,
CRANDALL, 2001). Apenas aqueles eventos de recombinacao, preditos por todos os
métodos e que apresentavam informacdes completas das sequéncias parentais
(sequéncias que originaram o recombinante), foram considerados validos. As sequéncias
recombinantes foram removidas do banco de dados das sequéncias completas de S1 e N

(IBV1) para todas as analises subsequentes.
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Tabela I Resumo do numero de sequéncias parciais e completas do gene N e S1 e sua distribuicdo em relagdo aos @aises de orig

REGIAO

SEQUENCIAS COMPLETAS

SEQUENCIAS PARCIAIS

. IBV1 IBV2
GEOGRAFICA R & &t
NIGER NER - 1 - 1
AFRICA NIGERIA NGA 1 1 1 1
EGITO EGY - 1 - 1
AMERICA DO ESTADOS USA 38 63 38 67
NORTE UNIDOS
CANADA CAN - 2 - 2
CHINA CHN 70 77 71 78
COREIA DO SUL KOR 17 37 17 38
. INDIA IND - 1 - 1
ASIA ISRAEL ISR : 1 - 2
JAPAO JPN 1 4 1 4
TAIWAN TWN 7 13 10 13
AMEF;'Sf‘ DO BRASIL BRA - 12 15 134
BELGICA BEL - - - 1
ESPANHA ESP - 2 - 2
FRANCA FRA - 2 - 1
HOLANDA NLD 1 2 2
INGLATERRA GBR - 3 3
EUROPA IRLANDA IRN - 1 - 1
ITALIA ITA 1 1 1 2
RUSSIA RUS - 2 - 2
SUECIA SWE 1 14 1 18
UCRANIA UKR 1 1 1 1
AUSTRALIA AUS 16 14 16 14
OCEANIA NOVA
ZELANDIA NZL - 1 - 1
TOTAL 154 256 173 390
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5.2.3 Estimativas da pressao de selecéo

Substituicbes de nucleotideos, nos genes que codificam proteinas, podem ser
tanto sindnimas (ndo alteram o aminodacido), também conhecidas como substituicoes
silenciosas, ou nao-sinbnimas (alteram o aminoacido). As estimativas das pressdes de
selecédo nas sequéncias completas de S1 e N (IBV1), foram calculadas através da raza
ertre as taxas de substituicdo ndo sinbnimas e sinbnimas (dN/dS) na plataforma online
SNAP (http://hiv-web.lanl.gov/content/hiv-db/SNAP/WEBSNAP/SNAP.html)
(KORBER, 2000). Valores de dN/dS < 1, = 1, > 1 indicam que a proteina esta sob
selecdo purificadora, neutra ou diversificadora, respectivamente.

Além disso, a fim de detectar residuos especificos em S1 e N sob pressao
seletiva, foi calculada a diferenca entre a taxa de substituicdo ndo sinénima e sinébnima
(dN - dS) para cada codon usando os métaiogle-likelihood ancestor counting
(SLAC), fixed-effects likelihood(FEL) e internal branches fixed-effects likelihood
(IFEL), implementados no DataMonkey (http://www.datamonkey.org/). Valores dN - dS
< 0, = 0, > 0 indicam selecdo negativa, neutra e positiva, respectivamente. As
estimativas das diferencaastaxas de substituicdo foram realizadas a partir de uma
arvore filogenética inferida pelo algoritmo de Neighbor-Joining, com distancias

corrigidas sob o melhor modelo de substituicido selecionado pelo DataMonkey.

5.2.4 Arvores filogenéticas

As hipoteses filogenéticas foram inferidas por Inferéncia Bayesiana (IB) usando
o programa MrBayes verséo 3.2.5 (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001). Para agilizar
a construcao das arvores filogenéticas, um modelo de substituicdo de nucleotideos foi
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estimado usando o programa jModeltest versédo 2.1.7 (DARRIB#A, 2007). Essa
ferramenta fornece ao MrBayes os parametros que deverdo ser estimados, para evitar o
excesso de parametros dos modelos a serem utilizados na estimativa das topologias e
tamanhos de ramos. As arvores filogenéticas foram calculadas usando o método
Bayesian Markov Chain Monte Carlo (MCMC) em quatro corridas com 100.000.000 de
geracoes e a frequéncia de amostragem de 10.000.

Para enraizar as arvores filogenéticas, um grupo externo foi selecionado e
adicionado as sequéncias de SITuskey coronavirugGenBankID: EU022526). O
Turkey coronavirug¢ do mesmo género do IB\Gémmacoronavirusg foi isolado de
perus. Pelo fato do gene N ser mais conservado que o gene S1, ndo foi possivel utilizar o
mesmo grupo externo para as sequéncias de N. Foram testados outros grupos externos
para o gene N, porém nenhum resultado se mostrou satisfatorio.

O modelo de substituicdo GTR + | + G foi escolhido como o melhor modelo de
evolucéo para todos os conjuntos de dados de S1. Para os conjuntos de dados de N, o
melhor modelo de evolucdo para as sequéncias parciais foi 0 GTR+G e para as
sequéncias completas foi o0 GTR+I+G, de acordo com os critérios Bagegian
information criterior), AIC (Akaike information criterion e AICc AIC com uma
correcao para amostras finitas

No final de cada andlises desvios padrdao médio das cadeias calculadas foram
0,011425 (N- IBV1), 0,007802 (N- IBV2), 0,017470 (Si IBV1) e 0,007631 (St
IBV2). A convergéncia dos parametros foi analisada no TRACER versdo 1.8.2
(DRUMMOND etal., 2012), e as cadeias atingiram uma distribuicdo estacionaria depois
de 1.000.000 geracdes para ambos os conjuntos de sequéncias. Entdo, um total de 1%

das arvores geradas foram descartadas para progéarwoges filogenéticas consensos.
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5.2.5 Estimativas das taxas de mutacao

As edimativas das taxas de mutacdo dos conjuntos de dados foram realizadas no
Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Tré@EAST) versao 1.8.2 (DRUMRBND
etal.,, 2012). Os conjuntos de dados das sequéncias completas de S1 e NdiBwil
divididos de acordo com os grupos formados nas suas respectivas arvores filogenéticas,
formando os grupos N-I, N; S1-1 e SIH. Portanto, foram preditas taxas de mutacao
para seis conjuntos de dad84:total, N total, N-I, N-1I, S1-1 e S1-.

Modelos de substituicdo de nucleotideos foram estimados para cada conjunto de
dados usando o programa jModeltest (DARRIBt#al., 2007). O GTR + | + G foi 0
modelo de substituicdo selecionado para os conjuntos de sequéncias de S1, N, S1-1 e N-
II. O modelo GTR+G foi selecionado para os conjuntos de dados N4lle S1-

Para rodar as andlises foi utilizado o modelo exponencial de relégio molecular
(Bayesian-relaxed exponential molecular clpak modelo de populagdo Coalescente
Constante, distribuicdo gama para o parametro de taxa de substituicdo (shape=0,001/
Scale=1000/ Offset=0), conforme tutorial (SUCHARD; LEMEY, 2014). Nestes testes,
MCMC foi executado com 500.000.00 de geracdes e frequéncia de amostragem de
1.000. Para cada conjunto de sequéncias, a convergéncia dos parametros foi analisada

no TRACER verséo 1.8.2 (DRUMMONE®t al., 2012).

5.2.6 Analiseda dinamica populacional

A dindmica da populacdo dos isolados nao recombinantes do IBV foi
reconstruida usandoBayesian Skyline PIdBSP), que estima altera¢cdes no tamanho
efetivo da populagcéo ao longo do tempo (Drummend]., 2005). A primeira analise
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foi realizada com todas asxjuéncias completas do conjunto de dadosSilee N

(IBV1). O BSP foi conduzido no BEAST verséo 1.8.2 (DRUMMORNDaI., 2012),
configurando uma corrida MCMC com 100.000.000 geracbes e frequéncia de
amostragem de 1.000. Para o parametro de taxa de substituicdo foi escolhido a
distribuicio gamma (shape=0,001/ Scale=1000/ Offset=0), conforme tutorial
(SUCHARD; LEMEY, 2014). A taxa de mutacéo foi fixada de acordo com o resultado
do item 2.5.

A convergéncia dos parametros foi analisada usando TRACER versdo 1.8.2
(DRUMMOND et al., 2012), e as cadeias atingiram uma distribuicdo estacionaria apés
1.000.000 geracdes. Em seguida, 1% das arvores geradas foram descartadas para
produzir a arvore consenso utilizando o TreeAnnotator versao 1.8.2 (DRUMMDND
al., 2012).

Além disso, uma segunda analise conBayesian Skyline Plo{BSP) foi
conduzida, separadamente, para os dois principais grupos formados na arvore
filogenética das sequéncias completas de S1 (S1-11B.82s modelos de substituicao
GTR + | + G e GTR+G foram selecionados para os conjuntos de da&dsl éeS14l,
respectivamente. As taxas de mutacdes de S1-llefBdam obtidas dos resultados do
item 2.5 e inseridas nas configuracdes das analises. A analise BSP foi realizada no
BEAST versao 1.8.2 (DRUMMONTZLet al.,, 2012), com uma corrida MCMC com

500.000.000 geracdes e frequéncia de amostragem igual a 10.000.

5.2.7 Analise da dispersao viral

Em epidemiologia molecular, a inferéncia espacial € muitas vezes limitada aos

locais de amostragem dos agentes infecciosos nas interpretacdes das historias
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evolutivas. Para testar hipéteses sobre os padrdes de dispersédo espacial do IBV, foi
utilizado o métoddrelaxed Random Wa(RRW). O RRW é um método que utiliza a
Inferéncia Bayesiana para inferir, visualizar e reconstruir os padrées de dispersdo de
um organismo ao longo de sua histéria evolutiva. As informagdes geradas podem
elucidar os fatores chave da dispersdo e auxiliar no aprimoramento de estratégias de
controle para diferentes patégenos (LEM&al., 2009).

A analise de RRW foi conduzida para o gene S1 e N usando o BEAST verséao
2.2.1 (BOUCKAERT,et al.,, 2014) com 50.000.000 de geracbes e frequéncia de
amostragem de 1.000, conforme o tutoridhcestral Reconstruction/Discrete
PhylogeographyPara a analise de RRW de S1, foi adotada a distribuicdo normal para
0 parametro“NonZero.Sldcation” para evitar a geracdo de numeros infinitos na
simulacao.

A convergéncia dos parametros foi analisada usando TRACER versdo 2.2.1
(BOUCKAERT, et al.,, 2014), e 10% das arvores geradas foram queimadas para
produzir a &rvore consenso utilizando o TreeAnnotator versdo 2.2.1 (BOUCKAERT,
al., 2014). O arquivo gerado da arvore consenso foi carregado no aplicativo SPREAD
(https://github.com/phylogeography/SPREAD), segundo tut@gadtial Phylogenetic
Reconstruction of Evolutionary Dynamiggra gerar um arquivo de formato kml que,
em seguida, foi lido pelo Google Earth (https://earth.google.com/) para obtencdo dos
gréficos dos padrdes de dispersao ao longo do tempo.

Para estabelecer um contexto epidemiolégico, consideramos todas as

informacdes sobre as sequéncias que foram seleciona@enBank incluindo artigos
publicados e nas estatisticas do comeércio internacional de aves vivas (codigo 0105)

disponiveis ndJnited Nations Commaodity Trade Statistics Datab@&SA/UNSD, UN
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Comtrade (http://comtrade.un.org/; acesso em: abril, 2015, seguindo as abordagens

sugeridas por Vidigadtal. (2012).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Andlisedlas fontes de diversidade genética

A recombinacdo tem sido relatada em muitos coronavirus (BROGKS,,

2004; LEE; JACKWOOD, 2000; MAGIORKINItal., 2004; THORetal., 2011). Os
eventos de recombinacdo em IBV tém sido demonstrados tanto experimentalmente,
como também em condi¢cdes a campo. Diversos relatos de recombinacdo natural tém
gerado evidéncias convincentes que muitas, talvez todas, as estirpes de IBV sofrem
recombinacdo em alguma parte do seu genoma (WAN{E, 1993; JlAet al., 1995;
KOTTIER, etal., 1995; CAVANAGH,etal., 1992, 2005; CAVANAGH, 2007).

As sequéncias recombinantes, suas respectivas sequéncias parentais e a
probabilidade obtida para cada método estatistico estdo representadas nas tabelas 2 e 3
para os genes N e S1, respectivamente. Para o conjunto de dados do gene N, quatro
eventos de recombinagéo e doze sequéncias recombinantes (7,6%) foram preditos por
todos os métodos estatisticos oferecidos pelo RDP 4.50. Para as sequéncias de S1, um
namero maior de eventos de recombinacdo e sequéncias recombinantes foram
encontrados. Considerando todos os métodos estatisticos, foram preditos seis eventos de
recombinacdo e um total de 32 sequéncias recombinantes para S1 (12,5%).

Pelo fato do gene S estar envolvido na ligagao do virus com a célula hospedeira e
por conter epitopos neutralizantes, eventos de mutacdo ou recombinacdo no gene S
podem resultar no aparecimento de novos sorotipos do IBV, aumentando, assim, sua
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diversidade (JACKWOODet al.,, 2010; 2012). Recombinacbes em proteinas
relacionadas com a replicacdo e montagem viral, como a proteina N, podem alterar a
eficiéncia da replicacdo e, por conseguinte, altenafectividade do virus.

Os resultados obtidos evidenciam uma alta incidéncia de eventos de
recombinacado para o IBV, demonstrando que a recombinacdo € um processo importante
na evolucéo do IBV. De acordo com latial. (2013), a alta frequéncia de recombinacao
na evolucdo natural do IBV € uma caracteristica Unica desse virusetSlvg2013),
estudando a epidemiologia molecular ldéectious bursal disease vir(#8DV), virus
de RNA segmentado que afeta aves domésticas, descreveu duas estirpes recombinantes
em um total de 68 sequéncias da proteina VP1 (2,9%) sugerindo, portanto, uma baixa
frequéncia de recombinag¢do homologa entre estirpes do IBDV.

Um numero consideravel de estudos tem sugerido que eventos de recombinacgao
podem ocorrer entre diferentes estirpes de campo, como também entre estirpes de campo
e estirpes vacinais, contribuindo para o surgimento de novas variantes do IBV e,
consequentemente, tornando o controle mais desafiador (KUSTERS et al., 1989; WANG
et al., 1993; MASTERS, 2006; LIM et al., 2011; LIU et al., 2013, 2014).

Taxas de substituicdo sdo parametros criticos para a compreenséao da evolucéo de

um virus, dado que restricdes na frequéncia de muta¢des de um virus podem conduzir a
uma baixa capacidade de geracdo de diversidade genética (DENISON et al., 2011).
Taxas de substituicdo foram estimadas para virus de RNA e estes valores variam
tipicamente de I®a 10° substituicbes/sitio/ano, com a maioria dos virus exibindo
taxas de 1x1® substituicdes/sitio/ano (DUFFY et al., 2008; HANADA et al., 2004). A
taxa média de mutacdo para todos os coronavirus é de aproximadamente 1,2 x 10
substituicbes /sitio /ano (HANADA et al.,, 2004, HOLMES, 2009; HOLMES,;
RAMBAUT, 2004).
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Tabela 2 Sequéncias recombinantes do gene N, suas respectivas sequéncias parentais eidageobbtiila para cada métoc

estatistico

Eventos de

Recombinacéo

Sequéncia

Recombinante

Sequéncia
Parental

Sequéncia
Parental

RDP

GENECONV

Maxchi

Chimaera

SiSscan

A W N NN PP R R B R R

AY790354
KC008600
KC136209
KF411041
KF574761
KF663559
KJ435283
DQ646405
EU822337
EU822340
JX840411
FJ904714

KJ435283
KC013541
KF574761
KJ425496
KF663561
JX195176
KJ128295
JQ964077
JQ977697
FN430415
HQ850618
FJ904715

HQ850618
HQ848267
JF893452
HM245924
KF663560
KF66860
FJ807653
JF330898
DQ646404
DQ646406
HQO014604
JQ964077

3,21E09
3,21E09
3,21E09
3,21E09
3,21E09
3,21E09
3,21E09
6,94E11
6,94E11
6,94E11
6,72E05
7,10E05

8,54E07
8,54E07
8,54E07
8,54E07
8,54E07
8,54E07
8,54E07
3,31E09
3,31E09
3,31E09
3,14E04
8,12E04

3,36E12
3,36E42
3,36E12
3,36E412
3,36E412
3,36E42
3,36E12
1,39E06
1,39E06
1,39E06
9,90E08
1,88E07

4,35E41
4,35E11
4,35E411
4,35E11
4,35E41
4,35E11
4,35E411
4,28E07
4,28E07
4,28E07
2,27EQ7
5,80E04

1,20E29
1,20E29
1,20E29
1,20E29
1,20E29
1,20E29
1,20E29
3,09E05
3,09E05
3,09E05
4,47E14
1,72E08

2,02E24
2,02E24
2,02E24
2,02E24
2,02E24
2,02E-24
2,02E24
9,86E14
9,86E14
9,86E14
8,78E12
3,82E08
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Tabela 3: Sequéncias recombinantes do gene S1, suas respectivas sequéncias parentais e a probabilidade olatioet jfpaia estatisticc

Eventos de Sequéncia

Recombinante

Sequéncia
Parental

Sequéncia

RDP GENECONV
Parental

Maxchi Chimaera SiSscan

Recombinagéo

U OO OTOOTOIOTOTE, WWWWNNDNDN PP

KJ135013
JQ920384
JQ920390
JQ920391
JQ920395
AY135205
AY257063
AY319302
JQ920405
AY296745
AY257061
AY257064
AY257065
AY646283
AY790358
AY790359
AY790360
AY790361
AY790362
AY790365
DQO070839
EU637854
FJ807934
FJ807936
FJ807937
FJ807938
FJ807941
FJ807945
FJ807946
JF951372
JQ920378
GQ229232

FJ829876
FJ807929
AF193423
AY180958
AY189157
AY257062
AY257068
JQ977697
AY790368
DQ646406
AF193423
AY180958
AY189157
AY277632
AY278246
DQ400359
EF079117
FJ807929
FJ829872
FN430414
HM245923
JF732903
JF951368
EF079118
JF951370
JN022546
JN022547
JN022549
JN022551
JN022552
JN022553
AY606322

KF377577
AY790362
AY257061
AY257064
AY257065
AY846836
FJ888351
JN022555
JN022539
AY296746
AlU49858
AJ441314
AY514485
DQ458217
EU359645
FJ008695
FJ904715
GU361607
GU361608
GU393334
GU393336
GU393337
JIN022555
GU393338
JQ964061
JQ964066
JQ964067
JQ964070
JQ964071
118989
X15832
EU822336

1,24E32
4,57E419
4,57E49
4,57E419
4,57E49
1,18E417
1,18E17
1,18E417
1,18E17
1,88E11
2,58E16
2,58E16
2,58E16
2,58E16
2,58E16
2,58E16
2,58E16
2,58E16
2,58E16
2,58E416
2,58E16
2,58E416
2,58E16
2,58E16
2,58E16
2,58E16
2,58E16
2,58E16
2,58E16
2,58E416
2,58E16
7,59E07

4,16E31
3,32E18
3,32E18
3,32E18
3,32E18
1,79E16
1,79E16
1,79E16
1,79E16
9,71E06
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
6,95E22
2,15E07

4,89E413
2,03E14
2,03E14
2,03E14
2,03E-14
1,39E416
1,39E416
1,39E-16
1,39E416
1,46E42
4,05E18
4,05E418
4,05E418
4,05E418
4,05E418
4,05E418
4,05E418
4,05E18
4,05E18
4,05E18
4,05E18
4,05E18
4,05E418
4,05E418
4,05E418
4,05E418
4,05E418
4,05E418
4,05E18
4,05E18
4,05E18
1,57E08

1,22E12
4,64E14
4,64E14
4,64E14
4,64E14
1,08E16
1,08E16
1,08E16
1,08E16
9,90E13
1,00E13
1,00E43
1,00E43
1,00E43
1,00E43
1,00E43
1,00E43
1,00E13
1,00E13
1,00E13
1,00E13
1,00E13
1,00E43
1,00E43
1,00E43
1,00E43
1,00E43
1,00E43
1,00E13
1,00E13
1,00E43
4,64E08

6,25E13
1,15E43
1,15E43
1,15E43
1,15E43
3,40E39
3,40E39
3,40E39
3,40E39
2,31E411
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
4,01E25
1,98E05

1,11E46
9,28E36
9,28E36
9,28E36
9,28E36
1,25E31
1,25E31
1,25E31
1,25E31
1,94E23
1,97E410
1,97E40
1,97E40
1,97E40
1,97E40
1,97E40
1,97E40
1,97E40
1,97E410
1,97E410
1,97E410
1,97E410
1,97E40
1,97E40
1,97E40
1,97E40
1,97E40
1,97E40
1,97E410
1,97E40
1,97E40
6,56E11
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A estimativa das taxas de mutagdes foi de 1,7633*pafa S1 e 1,7293 x 20
para N. Estas estimativas das taxas de substituicdo estdo de acordo com o que € esperado
para virus de RNA. Além disso, verifise-que a frequéncia de mutacdo em S1 foi
maior que em N. Esse resultado é condizente, visto que S1 é a proteina mais externa do
envelope viral e, portanto, esta mais susceptivel a pressao imunologica. Por outro lado,
devido a ampla diversidade genética do IBV, se esperava um valor mais elevado da taxa
de mutacédo para S1, sugerindo que o processo de mutacéo gerado pela alta taxa de erro
da RNA polimerase, ndo é a fonte primaria de diversidade genética do IBV. Este fato
pode ser explicado, em parte, pela presenca de um dominio de exoribonuclease
associado a RNA polimerase do IBV, reduzindo a taxa de erro dessa proteina e, por
conseguinte, os eventos de mutacfes (T@RAD, 2012).

As estimativas das taxas mutacdes para os grupos S1-I, S1-ll e N-II foram 8,66 x
104, 8,01 x 1P e 2,41 x 16, respectivamente. A taxa de mutacéo do grupo N-I n&o foi
possivel calcular pelo pequeno niumero de isolados disponiveis. Caehhgi998)
demonstraram que na auséncia de uma vacina especifica e pouca, ou nenhuma, pressao
de selecdo do sistema imune, a taxa de mutacdo para a regiao hipervariavel no gene S1
(estirpe 4/91) foi estimada em 3 x18ubstituicdes/sitio/ano. Por outro lado, McKinley
etal. (2011) avaliaram 11 genomas completos do IBV do tipo Mass e Conn, isolados ao
longo de um periodo de 41 e 25 anos, respectivamente, e demonstraram que as taxas de
mutacdes variaram de 1@ 10° substituicbes/sitio/ano em locais onde vacinas vivas
atenuadas, do tipo Mass e Conn, sao rotineiramente usadas para controlar a doenca.
Esses resultados sugerem que uma resposta imune bem montada para o IBV,
proveniente do uso correto de vacinas especificas, limita a replicacédo do virus e, deste
modo, também restringe as mutacdes e a geracao de estirpes variantes. Portasgo, pode-
sugerir que a presenca do dominio de exoribonuclease associado a RNA polimerase do
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IBV, juntamente com uma resposta imune satisfatoria, conferida por protocolos vacinais
eficazes, séo fatores que podem explicar o baixo valor de taxa de mutacdo encontrado

nesse trabalho para o IBV.

5.3.2 Andlise de Pressao de Selecéo

De acordo com Kilbourne (1994), os virus sdo parasitas celulares obrigatérios,
Ou seja, sua propria existéncia depende de substratos do hospedeiro, sendo assim, parece
Obvio que fatores intrinsecos do hospedeiro possuem papel fundamental na selecéo e
evolucéao dos virus.

A relevancia do processo de selecdo tem sido mais bem compreendida nos
altimos anos através da identificacdo de diferencas genéticas e fenotipicas entre
subpopulacdes do IBV antes, e durante, a replicacdo do virus no hospedeiro natural ou
em ovos embrionados (AMMAYAPPANt al., 2009; GALLARDO et al., 2010, 2012,

TORO et al.,, 2012a, 2006VAN SANTEN, et al., 2008). Evidéncias sugerem que
multiplos fatores dentro do hospedeiro sédo responsaveis pelo processo de selecao, tais
como a resposta imune, afinidade com os receptores celulares e as condicdes fisicas e
bioguimicas dos diferentes tecidos do hospedeiro (TERO, 2012b).

Aproximadamente 33% dos cédons &l parecem evoluir sob selegcédo
purificadora, com uma estimativa global dN/dS de 0,2186. Na analise de N, 30,7% dos
codons parecem estar evoluindo sob selecdo purificadora, com uma estimativa global de
dN/dS de 0,1014abelas 4 e 5).

Esses resultados reforcam a hipotese de que o gene S1 e N estdo sujeitos a uma
forte selecdo purificadora favorecendo, portanto, a eliminacdo de mutacdes deletérias.
Considerando a razdo da taxa substituicdo n&o-sindnima e sinénima (dN/dS), seu valor
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foi maior no gene S1 comparado ao gene N. Com isso, qaslegerir que a selecéo
purificadora parece ser menos rigorosa no gene S1 do que no gene N, provavelmente
devido as caracteristicas funcionais e estruturais de cadéajesia 3.

O calculo das muta¢des sindbnimas € o indice mais confiavel para a estimativa da
taxa de mutacdo em genes que codificam proteinas, visto que essas mutacdes tém maior
probabilidade de serem neutras quando comparadas as substituicbes ndo sinénimas
(HUGHES, 1999). Desse modo, valores elevados de taxa de substituicdo sinénima
sugerem uma alta taxa de mutacéo e valores baixos sao indicativos de uma baixa taxa de
mutacédo. Avaliando a taxa de substituicdo sinénima, o valor médio para o gene S1 (dS =
0,5538) foi maior, porém muito semelhante ao valor médio de dS para o gene N (dS =
0,3833) (tabela 3). Esta afirmacédo esta de acordo com o resultado encontrado para as
taxas de mutacdes de N e S1 (item 3.1), no qual a taxa de mutacdo de S1 apresentou

valor mais elevado que N, porém essa diferenca néo foi muito significativa.

Tabela 4: Pressdes seletivas sobre os cédons das sequéncias completas de S1 e N.
Significancia estatistica dos testes: P <0,01

Sttios Sttios Valor Valor

NUmero  Numero  Sitios _ N o o
negativamente positivamente médio médio

sequéncias codons neutros

selecionados  selecionados dN ds
N 142 406 278 125 3 0,0389 10,3833
S1 223 526 341 177 8 0,1211 0,5538

71



Tabela 5: Sitios sob press@o de selecédo e valores globais da estimativa da razao teamtis ds substituicdo ndo sinbnimas e
sindnimas (dN/dS) para as proteinas S1 e N do IBV. Significancia estatistica dos testes: P <0,01

Sitios Sitios
Proteina  positivamente Cddons negativamente Cddons dN/dS
selecionados sdecionados

33.6% 18, 26, 27, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 39
’ 41, 42, 44, 45, 49, 50, 65, 68, 72, 78, 80, 82
S1 1,52% 24, 38, 71, 107, 84, 86, 89, 93, 97, 98, 99, 100, 102, 103, 10
277, 366, 378, 109, 122, 126, 127, 143, 146, 153, 154, 158, 1
455 161, 165, 167, 169, 170, 171, 173, 175, 177, 1
182, 190, 205, 209, 215,216, 220, 222, 223, 2
225, 227, 229, 231, 232, 233, 234, 236, 238, 2
240, 242, 243, 244, 259, 262, 266, 271, 282, 2

285, 289, 292, 295, 297, 299, 303, 309, 315, 3 0,2186
326, 327, 328, 336, 342, 345, 346, 347, 349, 3
353, 354, 355, 358, 359, 360, 361, 362, 363, 3
369, 370, 374, 375, 376, 377, 379, 380, 384, 3
387, 396, 398, 399, 400, 406, 408, 409, 413, 4
427, 428, 439, 440, 443, 445, 447, 449, 451, 4
460, 462, 464, 469, 470, 471, 476, 477, 484, 4
489, 491, 492, 493, 498, 499, 502, 503, 504, 5
508, 509, 511, 512, 513, 519, 520, 523, 524, 5

527

2,5,8,9,11, 13, 21, 23, 25, 26, 28, 29,

7 46, 347 30, 31, 36, 37, 40, 43, 44, 54, 59, 62, 67
40 30,7% 69, 70, 82, 87, 88, 89, 91, 92, 93, 94, 99, 0,1014

109, 125, 126, 127, 130, 131, 132, 134,

139, 140, 143, 144, 145, 146, 149, 155,

156, 157, 163, 164, 168, 171, 172, 177

178, 181, 182, 184, 186, 187, 193, 194,

196, 197, 200, 201, 203, 205, 208, 212

213, 216, 218, 221, 223, 225, 227, 231,

238, 240, 248, 250, 258, 264, 271, 278,

280, 282, 283, 285, 286, 303, 307, 308,

314, 315, 320, 321, 325, 326, 329, 330,

344, 350, 356, 361, 370, 372, 385, 386

389, 390, 391, 392, 394, 396, 399, 400,

401, 402, 404

N 0,73%
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Na proteina N, somente os cédons 7, 46, e 347 foram identificados sob influéncia
de selecao positiva. Todos os codons selecionados positivamente em N estéo localizados
em regides previamente descritas como imunogénicas ou de interacdo com células do
sistema imune do hospedeiro. Seah et al. (2000), avaliando a conservacéao e localizacéo
de regibes antigénicas na proteina do nucleocapsideo, evidenciaram que 0s epitopos
lineares imunodominantes estéo distribuidos em trés principais regides na proteina N. A
primeira regido encontra-se do aminoacido 1 ao 50, a segunda regido abrange do
aminoéacido 175 ao 240 e a ultima regido do aminoacido 310 ao 409. Além disso, Seo et
al. (1997) identificaram epitopos para a interacdo com células T citotdxicas nos ultimos
120 aminoécidos da porcéo carboxi-terminal da proteina N.

Codons selecionados positivamente foram identificados em oito regides de S1,
incluindo os codom 24, 38, 71, 107, 277, 366, 378 e 455. Dentre os coédons
positivamente selecionados, cinco estdo localizados nas trés regides hipervariaveis de
S1, onde estdo situados os principais epitopos neutralizantes do IBV. O c6don 38 esta
localizado na regido hipervariavel | (aminoacido 38-69), o cddon 107 na regido
hipervariavel Il (aminoacido 91-141) e os cédons 277, 366 e 378 na regido hipervariavel
[ll (aminoé&cido 250-387) (ALVARADCet al., 2005). Os cédons 24, 71 e 455 néo estédo
localizados nas regides dos principais epitopos neutralizantes, mas podem estar
relacionados com outros processos de selecdo, tais como sitios de afinidade com os

receptores celulares.

5.3.3 Agrupamentos das arvores filogenéticas
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Andlises filogenéticas foram construidas, baseadas nos genes S1 e N, a fim de
avaliar a relacdo genética de diferentes estirpes do IBV e propor agrupamentos nas
arvores filogenéticas para estudo da historia evolutiva do IBV.

Apos alinhamento dos conjuntos de dados, foram observadas diferencas no nivel
de polimorfismos no gene N e S1, 53% dos l6cus do gene N e 75% dos l6cus do gene S1
apresentaram polimorfismos. O gene S1 é usado com frequéncia para menitorar
diversidade genética do IBV, devido a sua alta variabilidade e por possuir correlacéo
com agrupamentos sorolégicos ou antigénicos. Por outro lado, o gene N possui menor
variabilidade nas sequénciagpode acarretar em agrupamentos diferentes do gene S1.
Contudo, o estudo integrado das analises filogenéticas ddNgeisd € uma ferramenta
Gtil para a analise da histéria evolutiva do IBV.

Na arvore filogenética de N (figura 1), os 145 isolados foram agrupados em dois
principais grupos, aqui denominadosl - N4I. O grupo N-lI contém 16 estirpe
asiaticas & europeias, isoladas de 2003 a 2013. As estirpes asiaticas foram isoladas na
China e Taiwan, enquanto as estairopeias foram isoladas na lItalia, Suécia e
Ucrania. O grupo N} contem 123 sequéncias de diferentes paises, incluindo Aystralia
China, Taiwan, Coréia do Sul, Japéo, Inglaterra, Holanda, Nigéria e Estados Unidos da
América. No grupo N-II existe um componente geogréafico bem evidente, ja que isolados
estdo agrupados, principalmente, pelo seu pais de origem ou proximos de paises
vizinhos.

O agrupamento das sequéncias do gene S1 foi diferente do agrupamento
proposto para N. Na arvore filogenética de S1 (figura 2), os 224 isolados (1937 a 2013)
foram agrupados em dois principais grupos, chamados S1-l e S1-Il, e este agrupamento
mostrou estar correlacionado com a classificagdo dos diferentes sorotipos do IBV. No

grupo S1-I foram agrupados 58% (N=130) dos isolados, abrangendo estirpes que nao
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sdo do sorotipo Massachusetts (Mass) e Connecticut (Conn), aqui denominadas
variantes. Da mesma forma que ocorreu no grupo N-II, as estirpes variantes do grupo
S1-|1 possuem um componente geografico bem definido. Por outro lado, o grupo S1-II
agrupou 42% (N=94) dos isolados e somente estirpes do sorotipo Mass e Conn foram
identificadas neste grupo, incluindo 10 isolados vacinais desses dois sorotipos.

Para testar a reprodutibilidade dos dois principais agrupamentos encontrados nas
arvores filogenéticas das sequéncias completas dos genes S1 e N (IBV1), arvores
filogenéticas dos conjuntos de sequéncias parciais dos genes S1 e N (IBV2) também
foram inferidas. Os resultados mostram ggen@smos agrupamentos obtidos nas
arvores filogenéticas das sequéncias completas do gene N e S1 foram encontrados nos
conjuntos de dados das sequéncias parciais, conforme figuras 1 e 2.

Através dos resultados, pode-se sugerir que o gene N e S1 contam historias
evolutivas distintas, baseado nas caracteristicas dos agrupamentos obtidos nas arvores
filogenéticas. A menor variabilidade do gene N pode evidenciar os eventos de dispersao
mais antigos do IBV. Por outro lado, a maior variabilidade de S1 pode refletir os eventos
de dispersdo mais recentes. A partir dessas hipoteses filogenéticas, referentes as histoérias
evolutivas de cada gene, foram realizadas analises de dindmica populacional para
compreender as altera¢des na populacgéo viral ao longo do tempo e andlises para elucidar

possiveis rotas de dispersédo do IBV ao longo de sua histéria evolutiva.
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Figura 1: Relacdes evolutivas entre estirpes do IBV baseadas no gene HBwvakes
filogenéticas consensos foram obtidas gndlise de Inferéncia Bayesiana de 142 sequéncias
completas e 173 sequéncias parciais de N. Os valores de probabilidade posteriorradosnost

ao lado de cada no e foram calculados utilizando as melhores arvores geradascpélmapli
MrBayes.(A) Arvore filogenética das sequéncias completas de N com seus respectivos grupos,
N-I (vermelho) e NH (azul).(B) Arvore filogenética das sequéncias parciais de N ilustrando
0s mesmos grupos, N-I (vermelho) diNazul).
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Figura 2: Relagbes evolutivas entre cepas do IBV baseadas no gene S1. As arvores filogenéticas
consensos foram obtidasrmnalise de Inferéncia Bayesiana de 225 sequéncias completas e 390
sequéncias parciais de S1. Os valores de probabilidade posterior sdo mostrados ao lado de cada
né e foram calculados utilizando as melhores arvores geradas pelo aplicativoe®l(Bay

Arvore filogenética das sequéncias completas de S1 com seus respectivos grupos, S1-
(vermelho) S1-1l (azul)(B) Arvore filogenética das sequéncias parciais de S1 ilustrando os
mesmos grupos, S1-1 (vermelho) e S1-1l (azul). O grupo externo é um isoladarkzy
Coronavirus(GenBanKD: EU022526).
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5.3.4 Dinamica populacional

A andliseBayesian Skyline PIgBSP) mostra as mudancas previstas no tamanho
efetivo da populacdo do IBV ao longo do tempo para o gene Siguia 3). Devido
as caracteristicas, relacionadas a antigenicidade dos dois agrupamentos formados na
arvore filogenética de S1, anélises independentes foram realizadas para cada drupo, S1-
e S1-1l.(figura 4).

A doenca causada pelo IBV foi descrita pela primeira vez em 1931, nos Estados
Unidos da América (SCHALK; HAWN, 1931). Em 1936, estabeleceu-se a etiologia
desta doenca e o primeiro sorotipo do IBV foi classificado como Massachusetts (Mass).
Durante alguns anos, foi predominante o isolamento do virus tipo Mass, porém, em
1951, ficou comprovada a existéncia de mais de um sorotipo desse virus, o Connecticut
(JUNGHERRet al., 1956). A partir de 1940, com a expanséao da avicultura industrial e
aumento da preocupacao com as doencas infecciosas, sé@oprevencao da doenca
causada pelo IBV, por meio do desenvolvimento de programas de vacinacdo. No
primeiro momento, de 1940 a 1970, as vacinas produzidas com estirpes do sorotipo
Mass eram as Unicas utilizadas pelo mundo. A partir de 1970, com o aumento do
isolamento de novas variantes do IBV, surgiu a necessidade do desenvolvimento de
vacinas especificas para essas novas estirpes variantes.

Com isso, é possivel destacar dois principais marcos na histéria epidemioldgica
do IBV: em 1931, o seu primeiro relato, e 1941, ano que marca o inicio dos programas
de vacinacdo. Esses marcos foram plotados nos graficos do BSP para avaliar seus

possiveis efeitos sobre o tamanho efetivo da populacdo do IBV.
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Os dois graficos globais do gene N e @yura 3 mostram uma diminui¢cdo do
tamanho efetivo populacional do IBV, contudo, com uma diferenca na escala de tempo,
no qual o gene S1 remete a uma historia mais recente e, portanto, mais contextualizada
com as mudancas no cenario da industria avicola. Outra diferenca entre os gréaficos de N
e S1 esta no periodo apos 1941, ou seja, apos inicio dos programas de vacinacdo contra
o IBV, evidenciada por um ligeiro aumento do tamanho efetivo da populacdo no gréafico
global de S1 (seta vermelha, figura 3). Esse aumento pode ser atribuido a uma maior
presséao de selecdo, devido a um controle mais intenso do IBV através da vacinacgao.

Os gréficos independentes dos grupos filogenéticos do gene S1, S1-1 e S1-lI
(figura 4), mostram importantes mudancas na dinamica populacional do IBV. O gréfico
S1-1, grupo filogenético das s variantes do IBV, evidencia uma diminuicdo progressiva
no tamanho efetivo da populacdo do IBV apés 1941. Essa diminuicdo pode ser atribuida
a programas de vacinacdo adequados contra o IBV, mostrando que as vacinas do tipo
Mass foram eficazes para diminuir a populacao de variantes.

Por outro lado, a partir de 2007, o grafico de S1-1 mostra um pequeno aumento
no tamanho efetivo da populacdo de variantes do IBV (seta vermelha, figura 4). Esta
mudanca pode ser devida a uma pressao imunoldgica pelo aumento do uso de vacinas
com estirpes variantes, recombinacdo como resultado de infec¢cdes mistas ou uma
diminuicdo da prevaléncia de sorotipos dominantes, como o Mass, consequéncia do

evento de gargalo genético, permitindo essa mudanca no padrao populacional do IBV.
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Figura 3: Dindmica populacional do IBV reconstruida a partir das sequéncias complbtas de
e S1. A andlisBayesian Skyline PIdBSP) mostra as mudancgas previstas no tamanho efetivo
da populacao (eixo y) ao longo do tempo (eixo x). A média (linha preta) é apresemtada
intervalos de 95% de credibilidade (linhas azuis). A seta vermelha indica lggenento do
tamanho efetivo da populagéo no grafico de S1 apos 1941.
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Figura 4: Dinamica populacional do IBV reconstruida a partir das sequéncias completas dos
dois grupos formados na arvore filogenética de S1 (S1-1 e S1-ll). AeaBalgsian Skyline

Plot (BSP) mostra as mudancas previstas no tamanho efetivo da populacdo (eixo y) ao longo
do tempo (eixo x). A média (linha preta) € apresentada com intervalos de 95% dé&daddibi

(area azul). A seta vermelha indica ligeiro aumento do tamanho efetivo da popwacéo n
grafico de S1-1, grupo das estirpes variantes do IBV, a partir de 2007.
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Estudos de prevaléncia dos tipos virais do IBV ja mostram essa mudanca no
padrdo populacional. Andlises filogenéticas do gene S1 de 220 isolados chineses
mostraram que 54,1% desses isolados pertenciam o tipo LX4 e QX e somente 8,6%
eram do sorotipo Mass (HAN, et al.,, 2011). Outro estudo realizado por Dolz et al.
(2008), mostrou que 78% dos isolados investigados na Espanha eram variantes e
somente 11,5% eram do tipo Mass. No Brasil, um estudo recente, revelou que a maioria
dos planteis estdo infectados pelo gendtipo brasileiro variante, o BR. As regifes
brasileiras Nordeste, Sul e Centro-Oeste apresentaram, respectivamente, 70.9%, 60%,
68.2% de prevaléncia do tipo variante BR (BALESTRIN et al., 2014).

Esses resultados, possivelmente, indicam que os protocolos vacinais, usados no
presente, ndo estdo sendo mais eficazes e que medidas diferentes de controle devem ser
planejadas para impedir que a populacéo de variantes do IBV continue a crescer.

O gréfico de S1-ll, grupo filogenético das estirpes tipo Mass, evidencia um
aumento do tamanho populacional do IBV de 1941 até 1995. Esse aumento da
populacdo tipo Mass pode ser atribuido a eventos de re-isolamento de estirpes vacinais
ou por pressao imunoldgica pelo amplo uso de vacinas do tipo Mass. A partir de meados
da década de 90, o grafico torna-se semelhante ao grafico de S1-I, evidenciando uma
queda brusca no tamanho efetivo da populacdo. A década de 90 foi marcada pela
expansdo das técnicas moleculares de diagnéstico viral, aumentando o isolamento de
estirpes do IBV e, por conseguinte, levando ao aprimoramento dos métodos de controle

do IBV no mundo.
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5.3.5 Disperséao viral

Para reconstruir as rotas de dispersdo espacial do IBV, foram analisados os
bancos de dados de sequéncias completas do gene N e S1 das estirpes descritas
anteriormente, entre 1937 a 2013. Pelo fato do gene N ser menos varidvel que o gene
S1, araiz da arvore de N encontra-se consideravelmente mais profunda que a arvore de
S1, demonstrado por uma escala de tempo que se estende mais no passado para o gene
N (N: 7.000 anos; S1: 4.000 anos). Com isso, a localizacdo da raiz das arvores
mostrousediferente nos resultados obtidos para cada gene. Para o gene N, a China foi
o local de onde todas as estirpes atuais do IBV se originaram. Por outro lado, o gene S1
mostrou que a raiz de todos os isolados atuais do IBV originou nos Estados Unidos
(figuras 5 e 6).

Apesar das diferentes escalas de tempo para S1 e N, foi possivel demonstrar o0s
principais centros de dispersdo do IBV no mundo. Esses principais centros de
dispersdo incluem a China, Estados Unidos, Brasil, Taiwan e Europa. A Africa,
Oceania, Japao, Coréia do Sul e Canada ndo se apresentaram como centros de
disperséo, pois nao foi evidenciada mais de uma linha de conexdo originada nesses
locais, ou seja, essas regides ndo promoveram a dispersao do IBV para outros locais.

Considerando que pode existir uma correlacéo entre as rotas de dispersao do IBV
e 0 comércio internacional de aves vivas, o Canada, mesmo estando entre os quinze
maiores exportadores de aves vivas no mundo, ndo foi considerado um centro de
dispersdo (COMTRADE, 2015). Este resultado pode ser consequéncia de um bom
controle sanitario do material genético exportado ou devido a um viés de amostragem,
visto que existem poucas sequéncias génicas completas canadenses do IBV disponiveis

no GenBalk.

83



QAus@ciNOGBR O A @ JPN @ KOR @ NGA () NLD @ SWE @ TWN ) UKR () USA

Figura 5: Resumo da dispersédo espacial do IBV com base em 142 sequéncias completas do
gene N obtido através da andliseRidaxed Random Wa(RRW). O RRW é um método que

utiliza a Inferéncia Bayesiana para inferir, visualizar e reconstrypadsdes de dispersao de

um organismo ao longo de sua histéria evolutiva. As linhas de conexdo entre os paises
representam os ramos da arvore e os circulos coloridos representam cada pais amostrado na
andlise de RRW para o gene N.
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Figura 6: Resumo da dispersédo espacial do IBV com base em 224 sequéncias completas do
gene S1 obtido através da analisd&rééaxed Random Wa(RRW). O RRW é um método que

utiliza a Inferéncia Bayesiana para inferir, visualizar e reconstryiadges de dispersao de

um organismo ao longo de sua histéria evolutiva. As linhas de conexdo entre os paises
representam os ramos da arvore e os circulos coloridos representam cada pais amostrado na
andlise de RRW para o gene S1.
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Segundo  estatisticas da  United Nations  Comtrade  Database
(http://comtrade.un.org/), a China, até o comeco da década de 90, foi um pais
predominantemente exportador de aves vivas, ocupando a quarta posi¢cao entre 1990 e
1994. Atualmente, os Estados Unidos, Brasil e alguns paises da Europa podem ser
considerados regides geograficas, majoritariamente, exportadoras de aves vivas e,
portanto, possiveis dispersoras de agentes infecciosos que circulam na industria avicola.

Analisando o padrdo de dispersdo das estirpes da China, obtido por meio da
analise conjunta dos genes S1 e N, foi observado que a China, possivelmente,
disseminou o virus, em diferentes momentos da historia evolutiva do IBV, para todos os
continentes, incluindo paises como os EUA, Taiwan, Coréia do Sul, Japdo, ltalia,
Holanda, Suécia, Espanha, Inglaterra, Nigéria, Niger, Brasil, Indonésia e Australia.
Contudo, a China foi destino de varias rotas de dispersdo originadas em outros paises

como os EUA, Taiwan, Coreia do Sul, Inglaterra e Suécia (figura 7).
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Figura 7: Padrédo de dispersao espacial d¥ Ipor centro de dispersédo ou regido geografica.
China pode ser considerada um centro de dispersao do IBV, com base nas analiggsdRRW
gene N(B) e S1(D). (A) Na analise RRW do gene N, a China foi o ponto de origem de todas as
estirpes atuais do IBMC) Na analise RRW do gene S1, os Estados Unidos foi o ponto de
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origem de todas as estirpes atuais do IBV. A figura 7C ilustra que a Chinprfmeiro destino
da estirpe americana antiga.

O padréo de dispersao dos EUA segue o mesmo modelo da China, no qual é
ponto de origem de varias rotas de dispersdo destinadas a paises da Asia, Europa, Africa,
Oceania, Brasil e Canada. Todavia, foi destino de rotas originadas somente no Brasil e

Canada (figura)8
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Figura 8: Padrdo de disperséo espacial do IBV por centro de dispersédo ou regido geografica. Os
Estados Unidos pode ser considerado um centro de dispersao do IBV, com base nas analises
RRW para o gene KB) e S1D). (C) Na andlise RRW do gene S1, os Estados Unidos foi o
ponto de origem de todas as estirpes atuais do(l®Wa andlise RRW do gene N, a China foi

0 ponto de origem de todas as estirpes atuais do IBV. A figura 8A ilustra quadssBdhidos

foi o primeiro destino da estirpe chinesa antiga.

O continente europeu é destino de rotas de dispersio de paises da Asia, dos EUA
e 0 Brasil. Apesar da Unido Européia ser uma das maiores exportadoras de aves vivas,
nao se apresentou com uma grande dispersora do IBV, concentrando suas rotas de

dispersao dentro da Europa e para alguns paises asiaticos (figura 9).
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Figura 9: Rotas de dispersao do IBV, incluindo pontos de origem e destino, na Europa para os
genes N e S1. Paises da Africa também estéo ilustrados nessa figura.

Na Oceania, em particular a Australia, o IBV sempre evolui de forma
independente, devido ao seu isolamento geografico, por ndo importar aves vivas desde
1985 e pelo fato do comércio de aves vivas se restringir, principalmente, a paises desse
continente. Analisando, ao longo do tempo, as rotas de dispersédo para a Oceania, pode-
se inferir que as estirpes atuais dessa regido geografica foram originadas a partir de

estirpes asiaticas e americanas do IBV (figura 10).
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Figura 10: Rotas de dispersao do IBV, incluindo pontos de origem e destino, na Oceania para
os genes N e S1. De acordo com as analises RRW para os genes N e S1, as estirpes atuais da
Oceania foram originadas a partir de estirpes asiaticas e americanas do IBV.

Taiwan pode ser considerado um centro de disperséo do IBV, pois foi origem de
disperséo para a Inglaterra, Espanha e China. O Brasil, mesmo com um pequeno
numero de sequéncias completas do gene S1 disponiv@enRank(tabela 1), nas

analises RRW se mostrou como um dos principais centros de disperséo para a Europa e
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Ameérica do Norte (figura 11). Por outro lado, mesmo a Coréia do Sul englobando
muitos dos isolados analisados, ndo foi possivel considerar este pais como um centro

de disperséo do IBV. Logo, podemos concluir que a amostragem nao foi um viés nesse

estudo.

Figura 11: Rotas de disperséo do IBV, incluindo pontos de origem e destino, em Taiwan e no
Brasil para o gene S1.

Analisando os resultados das andlises de disperséo viral do gene S1 e N de forma
conjunta, podemos reconstruir um padrao de dispersédo do IBV ao longo de sua histéria
evolutiva. O ponto de origem de todas as estirpes atuais do IBV foi a China que, apdés
dispersao local, disseminou para os Estados Unidos e, por conseguinte, se dispersou para
diferentes paises e continentes até alcancar a ampla distribuicdo mundial encontrada nos
dias atuais.

A questdo de como o virus saiu da China e migrou para os EUA, antes do seu
primeiro relato em 1931, é um evento desconhecido, pois parte da premissa que néo
existia ainda o modelo atual demércio de aves vivas entre esses paises. Hipoteses
como dispersao do IBV através de aves migratorias ou carregamentos de aves em navios
chineses com destino &iNovo Mundd®, no periodo pos-colombiano, podem ser
consideradas. A expansao europeia para as Américas, entre o século XV e o inicio do
século XVII, levou ao surgimento dos impérios coloniais e, consequentemente, ampliou

o comércio entre o Velho e o Novo Mundo, produzindo o chamado "intercambio
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colombiano”. Este evento envolveu a transferéncia de plantas, animais, alimentos e
populacdes humanas (incluindo os escravos) entre os hemisférios ocidental e oriental.
Esse fato historico pode servir de fundamento para a hipotese levantada sobre

carregamentos de aves em navios.

5.4 CONCLUSOES

Importantes parametros para estudo da evolucdo viral foram analisados nesse
trabalho para os genes S1 e N do IBV, incluindo estimativas de eventos de
recombinacao, taxa de mutacéo, pressao de selecdo, dindmica populacional e dispersao
espacial. Os resultados apontam que, na auséncia de uma elevada taxa de mutacao e pelo
fato da selecéo purificadora ser a principal forca de selecao natural no IBV, o processo
de recombinacdo tem um papel fundamental na evolucédo do IBV. As analises de pressao
seletiva foram consistentes com os valores encontrados das taxas de mutacao, visto que
os baixos valores das taxas de substituicdo sindbnima (dS) obtidos para o gene S1 e N
também sugerem uma baixa taxa de mutacéo.

As andlises de dindmica populacional sugerem que, até meados da década de
2000, os diferentes programas de vacinagdo, juntamente com o0s métodos de
biosseguridade, foram eficazes para controlar o crescimento do tamanho efetivo
populacional do IBV. Contudo, a partir de 2007, o aumento da populacédo de variantes
do IBV, pode indicar que os protocolos vacinais, usados no presente, ndo estao sendo
mais eficazes e que medidas diferentes de controle devem ser planejadas para impedir
que a populacdo de variantes continue a crescer. Dentre tais medidas, deve ser

considerado o desenvolvimento de vacinas mais seguras, que nao utilizem virus vivo
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atenuado, ja que esse tipo de vacina pode aumentar a probabilidade da ocorréncia de
eventos de recombinacgao entre diferentes estirpes do IBV.

Além disso, medidas de controle e fiscalizacdo do comércio de aves vivas devem
ser continuamente praticadas para minimizar a dispersdo do IBV por meio desse
comeércio entre os paises. A dispersao do IBV através das aves migratérias néo foi objeto
de estudo deste trabalho, mas sua ocorréncia e relevancia ainda necessita ser elucidada
para tracar medidas de controle mais eficazes contra o IBV.

Por ultimo, os resultados das analises de disperséo viral do gene S1 e N foram
analisados de forma conjunta a fim de reconstruir um padrdo de dispersao do IBV ao
longo de sua histéria evolutiva. De acordo com os resultados, o ponto de origem de
todas as estirpes atuais do IBV foi a China que, apos dispersao local, disseminou para 0s
Estados Unidos e, por conseguinte, se dispersou para diferentes paises e continentes até
alcancar a ampla distribuicdo mundial encontrada nos dias atuais. Os principais centros
de dispersdo do IBV encontrados foram a China, Estados Unidos, Brasil, Taiwan e

Europa.
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5.6 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1:Sequéncias completas de S1

Agrupamento por pais e por data de isolamento - Sequéncias completas de S
Numero GenBank Pais de Origem Sigla Data Isolamento
DQ490206 Australia AUS 1962
DQ490214 Australia AUS 1971
DQ490216 Australia AUS 1971
DQ490209 Australia AUS 1973
DQ490208 Australia AUS 1975
DQ490210 Australia AUS 1976
DQ490218 Australia AUS 1990
DQ490211 Australia AUS 1999
DQ490215 Australia AUS 2002
DQ490217 Australia AUS 2002
DQ490205 Australia AUS 2006
DQ490213 Australia AUS 2006
DQ490221 Australia AUS 2006
JN983807 Australia AUS 2010
JX182775 Brasil BRA 1975
JX182790 Brasil BRA 1978
JX182789 Brasil BRA 1981
JX182773 Brasil BRA 1987
JX182770 Brasil BRA 1989
JX182771 Brasil BRA 1989
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JX182774 Brasil BRA 2008
JX182776 Brasil BRA 2008
JX182778 Brasil BRA 2008
JX182779 Brasil BRA 2008
JX182780 Brasil BRA 2008
JX182783 Brasil BRA 2009
JX569792 Brasil BRA 2010
AF349620 Canada CAN 2001
AF349621 Canada CAN 2001
KC008600 China CHN 1985
DQ068701 China CHN 1997
EU714028 China CHN 1997
AF227438 China CHN 1998
AF286302 China CHN 1998
AF286303 China CHN 1998
AY189157 China CHN 1999
AY180958 China CHN 2001
AY277632 China CHN 2001
FJ829881 China CHN 2001
AY278246 China CHN 2002
AY702085 China CHN 2003
Y702975 China CHN 2003
AY846836 China CHN 2004
AY856348 China CHN 2004
FJ829875 China CHN 2005
FJ829872 China CHN 2006
FJ829876 China CHN 2006
FJ829877 China CHN 2006
FJ829873 China CHN 2007
FJ829878 China CHN 2007
HM245923 China CHN 2007
JF274479 China CHN 2007
EU817497 China CHN 2008
FJ829880 China CHN 2008
KF853202 China CHN 2008
JF330899 China CHN 2009
JF732903 China CHN 2009
KJ425503 China CHN 2009
KJ425504 China CHN 2009
KJ425508 China CHN 2009
JF330898 China CHN 2010
JF828980 China CHN 2010
JF828981 China CHN 2010
JF951368 China CHN 2010
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JF951370 China CHN 2010
JF951374 China CHN 2010
JF951376 China CHN 2010
JX840411 China CHN 2010
JX195176 China CHN 2011
KC136209 China CHN 2011
KF663561 China CHN 2011
KJ425485 China CHN 2011
KJ425487 China CHN 2011
KJ425488 China CHN 2011
KJ425489 China CHN 2011
KJ425490 China CHN 2011
KJ425491 China CHN 2011
KJ425505 China CHN 2011
KJ425506 China CHN 2011
KJ425510 China CHN 2011
KJ425512 China CHN 2011
KJ435286 China CHN 2011
KJ469737 China CHN 2011
KF574761 China CHN 2012
KJ425486 China CHN 2012
KJ425492 China CHN 2012
KJ425493 China CHN 2012
KJ425494 China CHN 2012
KJ425495 China CHN 2012
KJ435285 China CHN 2012
KJ469739 China CHN 2012
KF377577 China CHN 2013
KF696629 China CHN 2013
KJ425496 China CHN 2013
KJ425497 China CHN 2013
KJ425498 China CHN 2013
KJ425499 China CHN 2013
KJ425500 China CHN 2013
KJ425501 China CHN 2013
KJ425502 China CHN 2013
KJ425507 China CHN 2013
FJ807932 Coréia do Sul KOR 1986
JQ920406 Coréia do Sul KOR 1990
JQ977698 Coréia do Sul KOR 1991
AY257062 Coréia do Sul KOR 2001
AY790368 Coréia do Sul KOR 2001
AY257068 Coréia do Sul KOR 2002
FJ807929 Coréia do Sul KOR 2003
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JQ977697 Coréia do Sul KOR 2008
JQ920381 Coréia do Sul KOR 2010
JQ920397 Coréia do Sul KOR 2011
JQ920399 Coréia do Sul KOR 2011
JQ920400 Coréia do Sul KOR 2011
JQ920402 Coréia do Sul KOR 2011
JQ920403 Coréia do Sul KOR 2011
DQ487085 Eqito EGY 2003
DQ064802 Espanha ESP 2000
DQ064815 Espanha ESP 2000

M95169 Estados Unidos USA 1937
GQ504725 Estados Unidos USA 1941
GU393336 Estados Unidos USA 1954
GU361608 Estados Unidos USA 1956
GU393337 Estados Unidos USA 1956
GU393334 Estados Unidos USA 1960

L18989 Estados Unidos USA 1962
GU393338 Estados Unidos USA 1964
FJ904720 Estados Unidos USA 1965
JQ964060 Estados Unidos USA 1965
JQ964061 Estados Unidos USA 1965
JQ964062 Estados Unidos USA 1965
JQ964063 Estados Unidos USA 1965
JQ964065 Estados Unidos USA 1965
JQ964066 Estados Unidos USA 1965
FJ904716 Estados Unidos USA 1966
JQ964067 Estados Unidos USA 1966
JQ964068 Estados Unidos USA 1966
JQ964069 Estados Unidos USA 1966
JQ964070 Estados Unidos USA 1966
JQ964071 Estados Unidos USA 1966
GU393333 Estados Unidos USA 1971
FJ904717 Estados Unidos USA 1972
FJ904721 Estados Unidos USA 1972
FJO08695 Estados Unidos USA 1976
FJ904722 Estados Unidos USA 1979
GQ504720 Estados Unidos USA 1981
FJ904718 Estados Unidos USA 1983
NC001451 Estados Unidos USA 1984
FJ904723 Estados Unidos USA 1985
FJ904719 Estados Unidos USA 1991

U49858 Estados Unidos USA 1993
AF510564 Estados Unidos USA 1997
DQ458217 Estados Unidos USA 1998
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AF193423 Estados Unidos USA 1999
AY514485 Estados Unidos USA 1999
DQ458218 Estados Unidos USA 2000
EU359656 Estados Unidos USA 2000
AY113182 Estados Unidos USA 2001
EU359653 Estados Unidos USA 2001
EU359654 Estados Unidos USA 2001
EU359655 Estados Unidos USA 2001
FJ904715 Estados Unidos USA 2003
AY561713 Estados Unidos USA 2004
AY851295 Estados Unidos USA 2004
DQ830980 Estados Unidos USA 2006
DQ830981 Estados Unidos USA 2006
FJ904713 Estados Unidos USA 2006
EU283073 Estados Unidos USA 2007
EU283076 Estados Unidos USA 2007
EU283082 Estados Unidos USA 2007
EU359642 Estados Unidos USA 2007
EU359643 Estados Unidos USA 2007
EU359644 Estados Unidos USA 2007
EU359645 Estados Unidos USA 2007
EU359649 Estados Unidos USA 2007
EU359650 Estados Unidos USA 2007
EU359651 Estados Unidos USA 2007
EU359652 Estados Unidos USA 2007
EU359658 Estados Unidos USA 2007
GQ484958 Estados Unidos USA 2007
EF079118 Franca FRA 2002
KF188436 india IND 2013
AJ618984 Inglaterra GBR 1995
AF093793 Inglaterra GBR 1998
AF093794 Inglaterra GBR 1998
HQ842710 Irlanda IRN 2002
DQ400359 Israel ISR 2004
FN430414 Italia ITA 2005
EF079117 Italia ITA 2006

M21515 Japao JPN 1983
AY296744 Japao JPN 1993
AY296746 Japao JPN 1995
FN182272 Niger NER 2007
FN430415 Nigéria NGA 2006
FJ888351 Nova Zelandia NZL 1960

X15832 Nova Zelandia NZL 1989
AF151958 Nova Zelandia NZL 1999
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AJ440783 Russia RUS 1999
AJ441314 Russia RUS 2002
JN022536 Suécia SWE 1995
JN022537 Suécia SWE 1995
JN022538 Suécia SWE 1995
JN022539 Suécia SWE 1995
JN022541 Suécia SWE 1995
JN022540 Suécia SWE 1997
JN022542 Suécia SWE 1997
JNO022554 Suécia SWE 1997
JN022543 Suécia SWE 1999
JN022544 Suécia SWE 1999
JN022555 SlEcia SWE 1999
JN022549 Suécia SWE 2009
JN022553 Suécia SWE 2010
JQ088078 Suécia SWE 2010
AF250005 Taiwan TWN 1992
AF250006 Taiwan TWN 1992
DQ646406 Taiwan TWN 1992
DQ646404 Taiwan TWN 1995
AY296742 Taiwan TWN 1997
DQ646405 Taiwan TWN 1998
AY606322 Taiwan TWN 2002
EU822340 Taiwan TWN 2002
EU822339 Taiwan TWN 2003
EU822338 Taiwan TWN 2004
EU822337 Taiwan TWN 2005
EU822336 Taiwan TWN 2007

Tabela S2:Sequéncias completas de N

Agrupamento por Pais e por Data de Isolamento - Sequéncias completas de N

Numero GenBank Pais de Origem Sigla Data Isolamento
DQ490206 Australia AUS 1962
DQ490214 Australia AUS 1971
DQ490216 Australia AUS 1971
DQ490209 Australia AUS 1973
DQ490208 Australia AUS 1975
DQ490210 Australia AUS 1976
DQ490218 Australia AUS 1990
DQ490211 Australia AUS 1999
DQ490215 Australia AUS 2002
DQ490217 Australia AUS 2002
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JF732918 Australia AUS 2003
DQ490205 Australia AUS 2006
DQ490213 Australia AUS 2006
DQ490221 Australia AUS 2006
JN176213 Australia AUS 2008
JN983807 Australia AUS 2010
EU714028 China CHN 1997
EU714029 China CHN 2002
AY646283 China CHN 2003
AY702085 China CHN 2003
AY702975 China CHN 2003
HM245924 China CHN 2004
HQ848267 China CHN 2005
JF893452 China CHN 2005
HM245923 China CHN 2007
HQ850618 China CHN 2007
JF274479 China CHN 2007
KF663560 China CHN 2007
EU637854 China CHN 2008
EU817497 China CHN 2008
FJ807653 China CHN 2008
KF853202 China CHN 2008
JF330899 China CHN 2009
JF732903 China CHN 2009
JX897900 China CHN 2009
KF668605 China CHN 2009
KJ425503 China CHN 2009
KJ425504 China CHN 2009
KJ425508 China CHN 2009
HQ014604 China CHN 2010
JF330898 China CHN 2010
JF828981 China CHN 2010
JX195176 China CHN 2011
KC506155 China CHN 2011
KF411040 China CHN 2011
KF663561 China CHN 2011
KJ425485 China CHN 2011
KJ425487 China CHN 2011
KJ425488 China CHN 2011
KJ425489 China CHN 2011
KJ425490 China CHN 2011
KJ425491 China CHN 2011
KJ425505 China CHN 2011
KJ425506 China CHN 2011
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KJ425510 China CHN 2011
KJ425511 China CHN 2011
KJ425512 China CHN 2011
KJ435284 China CHN 2011
KJ435286 China CHN 2011
JF828980 China CHN 2012
KC013541 China CHN 2012
KC119407 China CHN 2012
KJ128295 China CHN 2012
KJ425486 China CHN 2012
KJ425492 China CHN 2012
KJ425493 China CHN 2012
KJ425494 China CHN 2012
KJ425495 China CHN 2012
KJ425509 China CHN 2012
KJ435285 China CHN 2012
KF377577 China CHN 2013
KF696629 China CHN 2013
KJ425496 China CHN 2013
KJ425497 China CHN 2013
KJ425498 China CHN 2013
KJ425499 China CHN 2013
KJ425500 China CHN 2013
KJ425501 China CHN 2013
KJ425502 China CHN 2013
KJ425507 China CHN 2013
JQ977698 Coréia do Sul KOR 1991
AY790344 Coréia do Sul KOR 2001
AY790345 Coréia do Sul KOR 2001
AY790347 Coréia do Sul KOR 2001
AY790355 Coréia do Sul KOR 2001
AY790356 Coréia do Sul KOR 2001
JQ693045 Coréia do Sul KOR 2001
AY790346 Coréia do Sul KOR 2002
AY790348 Coréia do Sul KOR 2002
AY790349 Coréia do Sul KOR 2002
AY790350 Coréia do Sul KOR 2002
AY790352 Coréia do Sul KOR 2002
AY790357 Coréia do Sul KOR 2002
JQ693046 Coréia do Sul KOR 2002
JQ977697 Coréia do Sul KOR 2008
JQ693047 Coréia do Sul KOR 2010

M95169 Estados Unidos USA 1937
GQ504725 Estados Unidos USA 1941
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GU393336 Estados Unidos USA 1954
GU393337 Estados Unidos USA 1956
GU393334 Estados Unidos USA 1960
GU393338 Estados Unidos USA 1964
FJ904720 Estados Unidos USA 1965
JQ964073 Estados Unidos USA 1965
JQ964074 Estados Unidos USA 1965
JQ964075 Estados Unidos USA 1965
JQ964076 Estados Unidos USA 1965
JQ964077 Estados Unidos USA 1965
JQ964078 Estados Unidos USA 1965
JQ964079 Estados Unidos USA 1965
FJ904716 Estados Unidos USA 1966
JQ964080 Estados Unidos USA 1966
JQ964081 Estados Unidos USA 1966
JQ964082 Estados Unidos USA 1966
GU393333 Estados Unidos USA 1971
FJ904717 Estados Unidos USA 1972
FJ904721 Estados Unidos USA 1972
FJO08695 Estados Unidos USA 1976
FJ904722 Estados Unidos USA 1979
GQ504720 Estados Unidos USA 1981
FJ904718 Estados Unidos USA 1983
NC001451 Estados Unidos USA 1984
FJ904723 Estados Unidos USA 1985
FJ904719 Estados Unidos USA 1991
GU393331 Estados Unidos USA 1991
GU393332 Estados Unidos USA 1992

U49858 Estados Unidos USA 1993
GQ504723 Estados Unidos USA 1998
AY514485 Estados Unidos USA 1999
FJ904715 Estados Unidos USA 2003
AY851295 Estados Unidos USA 2004
FJ904713 Estados Unidos USA 2006
FN430414 Italia ITA 2005

M21515 Japao JPN 1983
FN430415 Nigéria NGA 2006
FJ888351 Nova Zelandia NZL 1960
JQ088078 Suécia SWE 2010
DQ646406 Taiwan TWN 1992
DQ646404 Taiwan TWN 1995
GQ229232 Taiwan TWN 2002
GU386375 Taiwan TWN 2002
KJ135013 Ucrania UKR 2011
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6. CONCLUSOES GERAIS

- Na auséncia de uma elevada taxa de mutacao e pelo fato da selecéo purificadora ser a
principal forca de selecdo natural no IBV, pagesugerir que o processo de
recombinacdo tem um papel fundamental na evolucédo do IBV.

- As andlises de dinamica populacional mostraram que, até meados da década de 2000,
os diferentes programas de vacinacao, juntamente com os métodos de biosseguridade,
foram eficazes para controlar o crescimento do tamanho efetivo populacional do IBV.
Contudo, a partir de 2007, o aumento da populagcédo de variantes do IBV, pode indicar
gue os protocolos vacinais, usados no presente, ndo estdo sendo mais eficazes e que
medidas diferentes de controle devem ser planejadas para impedir que a populacao de
variantes continue a crescer.

- Dentre tais medidas, deve ser considerado o desenvolvimento de vacinas mais
seguras, que ndo utilizem virus vivo atenuado, jA que esse tipo de vacina pode
aumentar a probabilidade da ocorréncia de eventos de recombinagéo entre diferentes
estirpes do IBV.

- Os resultados das andlises de dispersao viral do gene S1 e N foram analisados de
forma conjunta, a fim de reconstruir um padrao de dispersdo do IBV ao longo de sua
histéria evolutiva. O ponto de origem de todas as estirpes atuais do IBV foi a China
que, apos disperséo local, disseminou para os Estados Unidos e, por conseguinte, se
dispersou para diferentes paises e continentes até alcancar a ampla distribuicdo
mundial encontrada nos dias atuais. Os principais centros de dispersdo do IBV

encontrados foram a China, Estados Unidos, Brasil, Taiwan e Europa.
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