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RESUMO

A presente tese versa sobre estudos realizados visando a identificagdo de circovirus em
marrecos de Pequim (Anas platyrhynchos) no estado de Santa Catarina, abrangendo as
cidades de Araquari, Brusque e Jaragud do Sul. A primeira etapa experimental
consistiu na pesquisa do virus da anemia infeciosa das galinhas (CAV) e do gyrovirus
aviario tipo 2 (AGV?2), através da técnica de gPCR, em amostras de baco, figado e
bursa de Fabricius de 24 marrecos de Pequim com 8 semanas em abatedouro, com
historico de alta mortalidade e redugdo de ganho de peso. Nao foram identificados os
genomas de CAV e AGV2 nas amostras de tecidos de marrecos de Pequim. A segunda
etapa experimental, também pela técnica da qPCR, pesquisou a presenca de circovirus
dos patos (DuCV) em marrecos de Pequim. Foi desenvolvida uma gPCR para detectar
e quantificar o genoma de DuCV em amostras de tecidos de baco, bursa de Fabricius e
figado de 97 marrecos de Pequim, totalizando 291 amostras. A técnica permitiu a
deteccdo do genoma de DuCV nas amostras de tecidos de 89% das aves e 86% das
amostras coletadas. O virus foi mais prevalente em aviarios e abatedouros, em aves de
2 semanas e 8 semanas respectivamente, quando comparados ao matrizeiro, o que
permitiu sugerir que as praticas de biosseguridade notavelmente praticadas nas
matrizes, influenciaram na quantificacdo do genoma de DuCV. Através da andlise
filogenética do virus, verificou-se que o gendtipo das amostras sequenciadas foram do
tipo 1. Esse é o primeiro estudo a detectar e quantificar o genoma de DuCV em
marrecos de Pequim no Brasil, e serve de alerta para melhorias sanitarias e adocéo de
praticas de biosseguridade nas criagbes de marrecos de Pequim no estado de Santa

Catarina.

Palavras-chave: marrecos de Pequim, gPCR, circovirus, DuCV, CAV, AGV2.






ABSTRACT

This search deals with studies aimed at identifying circovirus in Pekin ducks (Anas
platyrhynchos) in Santa Catarina, Brazil, covering the cities of Araquari, Brusque and Jaragua
do Sul. The virus search infectious anemia chickens (CAV) and avian type 2 gyrovirus
(AGV2) was performed by gPCR technique in spleen samples, liver and bursa of Fabricius of
24 drakes slaughterhouse Pekin ducks with 8 weeks of age with high mortality historical and
reducing weight gain. Have been identified the genomes of CAV and AGV?2 in Peking ducks
tissue samples. Also for the qPCR technique was performed circovirus search of ducks
(DuCV) in ducks Pekin. One gPCR was developed to detect and quantify the genome of
DuCV in spleen tissue samples, bursa of Fabricius and liver drakes 97 ducks Pekin, totaling
291 samples. The technique allowed the detection of the genome of DuCV in tissue samples
from 89% of poultry and 86% of the samples. The virus was more prevalent and slaughtering
poultry, birds in 2 weeks and 8 weeks, respectively, compared to the mother nursery allowing
suggest that biosecurity practices notably practiced in arrays, they influenced the quantitation
DuCV genome. Through phylogenetic analysis of the virus, it was found that the genotype of
the sequenced samples were type 1. This is the first study to detect and quantify the genome
of DuCV in Peking ducks in Brazil, and serves to alert health improvement and adoption of

biosecurity practices in teals creations of Santa Catarina.

Keywords: Pekin ducks, gPCR, circovirus, DUCV, CAV, AGV2.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO

No Brasil, a avicultura emprega mais de 3,6 milhdes de pessoas, direta e indiretamente, e
responde por quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional. O setor é representado por
dezenas de milhares de produtores integrados, centenas de empresas beneficiadoras e dezenas de
empresas exportadoras. A importancia social da avicultura no Brasil se verifica, também, pela
presenca macica no interior do pais, principalmente nos estados do Sul e Sudeste. Em muitas
cidades, a producéo de frangos é a principal atividade econémica (ABPA, 2016).

Atualmente o Brasil é o0 segundo maior produtor de carne de frango, sendo Estados Unidos e
da China os maiores produtores, no entanto € o maior exportador mundial, totalizando 3.918 mil/ton
de carne exportada anualmente, principalmente para paises do Oriente Médio e Asia (ABPA, 2016).

Ainda que timidamente, e considerada até bem pouco tempo como uma iguaria restrita, a
producéo e industrializagdo de marrecos e patos segue continuamente gerando novos mercados
internos e externos. Marrecos sdo de origem asiatica, norte americano e africano. Os patos
domeésticos descendem do pato selvagem, ocorrendo desde o México e parte da America do Sul,
como também na Europa, local onde foram possivelmente introduzidos e domesticados. Com
relacdo a taxonomia, obedecem a seguinte classificagdo: Classe: Aves — Ordem: Anseriformes —
Familia: Anatidae e suas Subfamilias; Dendrocygninae, Anatidae, Merginae e Oxyurinae, 0s do
género Cairina para 0s patos e 0 género Anas para 0s marrecos. Sendo as espécies exploradas
comercialmente Anas platyrhynchos (marrecos de Pequim; Pekin ducks) e Cairina moschata
domesticus (patos; Muscovy) (DOMINGUES, 1968). A confusdo entre patos e marrecos é comum
no Brasil, porém como se pode verificar na tabela 1 sdo animais totalmente distintos.

O maior produtor mundial de marrecos de Pequim é a China com uma producdo estimada de
400 milhdes de aves/ano, enquanto na Europa os maiores produtores sdo a Alemanha (23 milhdes),
Reino Unido (10 milhdes), Franga (4 milhdes) e a Holanda (3 milhdes) (KLEIN-HESSLING,
2007). No Brasil, a criagcdo de aves exoticas cresce a cada ano, mas ainda sdo poucos 0s criatorios
industriais de patos e marrecos no pais. Santa Catarina é, atualmente, o maior polo industrial de
producdo de patos, marrecos e gansos, constituindo 75,63% da producgdo brasileira, seguido por
Minas Gerais com 14,8% e Parana com 6,46% (UBABEF, 2015).
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Tabela 1 - Diferencas entre o pato doméstico (Cairina moschata domesticus) e o marreco de Pequim

(Anas platyrhynchos).

Caracteristica Pato Marreco-de-Pequim
Mome em inglés Muscowy Duck Duck ou Pekin duck
Habilidade para voo Alta Baixa
Comportamento de . - .

choco Possui Mao Possui
Carunculas :"iirumelha. redor dos olhos e no Nio Possui

Idade aproximada de 90 dias 50 dias

Abate

Tempo Incubagio dos . .

Ovos 35 dias 28 dias

Origem America do Sul Asia

Comesticacao America do Sul e Franca China e America do Morte
Coloragdo das penas Civersas. do branco até onegre Branca

Coloragao da Carne Escura Clara

Dimorfismo Sexual

Tamanho do corpo e das

(Grasnado, pena enrolada no rabo
{machos). tamanho do corpo e formato

carinculas
da cabeca

Fonte: Adaptado de ROSSI (1997)

Em Santa Catarina, a criagdo de marrecos surgiu como uma alternativa de controle natural
de pragas invasoras e fonte de adubagdo organica no solo nas culturas de arroz. Tradicionalmente,
os produtores utilizavam produtos quimicos no controle de pragas que atacavam a cultura, mas em
consequéncia a agressdo causada ao meio ambiente e a baixa produtividade da lavoura pela
infestacdo de arroz vermelho, a criagdo dos marrecos de Pequim tornou-se uma excelente
alternativa de controle nos arrozais (AZAMBUJA et al., 2005).

Além da criacdo ao ar livre para controle de arrozais, a producdo de marrecos se destaca em
Santa Catarina com a presenca de abatedouros e criadores. E notavel a tradicdo e o consumo da
carne nas regifes do estado, enfatizado pela gastronomia e festas tipicas. Na cidade de Brusque
acontece a Fenarreco — Festa Nacional do Marreco, uma tradicional festa com apresentagdes
folcloricas e tipicos pratos preparados com a carne de marreco (PREFEITURA DE BRUSQE,
2016).

A producdo dos marrecos de Pequim, embora esteja em expansdo, deverd assumir
caracteristicas proprias e certamente a criagdo intensiva dessas aves, a movimentacdo e a
concentracdo dos plantéis, poderdo favorecer a disseminacdo de agentes de importancia avicola.

Nesse contexto, é preocupante o fato de que muitas criacbes de marrecos nao tém

acompanhamento sanitario e a auséncia de estudos nessa espécie dificulta a correta interpretacao de
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problemas nas criagdes como alta mortalidade na recria, baixo desenvolvimento corporal e
desuniformidade de lotes, sem, contudo, apresentar lesdes ou sintomas de doencas especificas,
como alegam os criadores.

Mesmo diante da auséncia de doenca clinica, marrecos podem apresentar formas
subclinicas, que acarretam em baixos indices de producéo e reducdo de imunidade, oportunizando
agentes secundarios (BANDA et al., 2007). Esse padrdo de comportamento sanitario ja é bem
caracterizado em galinhas comerciais, e sdo definidas como doengas imunossupressoras, na qual
podemos citar a anemia infecciosa das galinhas, conhecida como CAV (Chicken Anemia Virus) e
em patos domésticos, as circoviroses de patos (DuCV) ambas causadas por virus da familia
Circoviridae (SCHAT et al., 2003; HATTERMANN et al., 2003).

1.1 FAMILIA CIRCOVIRIDAE

A familia Circoviridae compreende o género Gyrovirus, no qual incluem o virus da anemia
infecciosa das galinhas (CAV- Chicken Anemia Virus) (TODD, 2000) e o Girovirus Aviario tipo 2
(AGV2- Avian Gyrovirus 2) (RIJSEWIJK et al., 2011) e o género Circovirus, que incluem dentre
outros virus, o Circovirus dos suinos tipo 2 (PCV2) e o Circovirus dos patos (DuCV)
(HATTERMANN et al., 2003) (Figura 1).

Os circovirus aviarios sdo conhecidos por afetar as fun¢bes imunitarias humorais e celulares
das aves. A imunossupressdo induzida pelos circovirus aumenta a patogenicidade de agentes
secundarios, onde o curso e o resultado da infeccdo dependerdo das infec¢bes simultaneas presentes
e outros fatores predisponentes. As infeccdes subclinicas podem ocorrer, porém em aves comerciais
podem causar perdas econdmicas significativas, devido principalmente as alteracBes de

desenvolvimento corporal, como a reducdo de ganho de peso (FLORES et al., 2007).
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Figura 1- Classificacdo dos membros da Familia Circoviridae.

FAMILIA (JRCOVIRIDAE

Género Circostrus Geénero Gyrosfrus
$oieaNgine dos Patos (RuGY) (HATTERMANN et Vitus da anemiz Infecciosa das Galinhas (CAV),
al., 2003) (NOTEBORMN et al., 1991

T<imus glg doenpg dlo Bico ¢ das pemas (FBED) Girorius Avidne gpe 2 (RIJFEWIJE et al., 2011)
MIAGRO ggal, 1098

[ S5 camanos |
(T'ODD, WESTON, BALL et al , 2001)

sy dor Gawnses (GO
‘TODD, WESTON, SOIEE gt al, 2001)

Porine gaming 1 (PCV1) (NIAGRO etal, 100§
Purging imasine 2 (PCVEZ) { HAMEL et al, 1995

Fonte: Adaptado de FLORES et al., 2007.

Os membros da familia Circoviridae possuem virions icosaédricos, sem envelope, com 14 a
26nm de diametro. O genoma DNA circular de fita simples (1.7-2.3kb) € um dos menores entre 0s
virus animais. Os virus do género Circovirus possuem um genoma ambisenso, ao contrario dos
virus do género Gyrovirus que possuem genoma de polaridade negativa (NOTEBORN et al., 1991)
(Figura 2).

Figura 2- Comparacéo da estrutura gendmica dos Circovirus e Gyrovirus.

A Stem-loop B Regido do promotor

Circovirus Gyrovirus

Fonte: Adaptado de Santos, 2012.

Os circovirus sdao 0s menores virus capazes de replicacdo autdbnoma em células de
mamiferos. A replica¢do ocorre no ndcleo das células, durante a fase S do ciclo celular e envolve a
sintese de uma molécula de DNA de fita simples (replicativo intermediario) e apds esse evento 0

genoma é replicado pelo mecanismo de circulo rolante (FLORES et al., 2007).
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A primeira descricdo dos virus de genoma circular de fita simples foi o Porcine Circovirus
(PCV), contaminando células renais de suinos (TISCHER et al., 1982). Mais tarde, o virus da
doenca do bico e das penas (BFDV) e Chicken Anaemia Virus (CAV) foram também caracterizados
como virus icosaédricos contendo pequeno genoma circular de fita simples (GELDERBLOM et al.,
1989; RITCHIE et al., 1989). Com o passar dos anos outros virus foram classificados homologos e
incluidos na familia Circoviridae. Desde 1997, tem sido descritos circovirus associados a espécie

aviaria.

1.1.1 Género Gyrovirus

O género Gyrovirus inclui o virus da anemia infecciosa das galinhas (CAV- Chicken Anemia
Virus) (TODD, 2000) e o Gyrovirus Aviario tipo 2 (AGV2- Avian Gyrovirus 2) (RIJSSEWIJK et al.,
2011).

O genoma do CAV constitui-se de uma molécula de DNA de fita dupla com 2298 a 2319
nucleotideos. O genoma do AGV2 contém aproximadamente 2383 nucleotideos. Nele encontram-se
ORF’s (regibes de leitura aberta) sobrepostas entre si, cada uma codificando uma das trés proteinas
do CAV: VP1, VP2 e VP3.

Figura 3- Comparagdo da estrutura gendmica linear de girovirus aviario tipo 2 (AGV2) e virus da
anemia infecciosa das galinhas (CAV)
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Fonte: Adaptado de SANTOS, 2012.

A proteina VP1 (51,6 kDa) € codificada pela ORF1 sendo a proteina estrutural encontrada
no capsideo viral (NOTEBORN e KOCH, 1995). A VP2 (24 kDa) é uma fosfatase (PETERS et
al., 2002) e participa da apoptose celular (NOTEBORN, 2004). A VP3 com 13,6 kDa, também
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chamada de apoptina, € uma indutora de apoptose em timocitos e células linfoblastéides de
galinhas, sendo importante na patogenia do CAV devido acarretar a imunossupressdo nas aves
(NOTEBORN et al., 1994).

O virus Chicken Anemia Virus (CAV) foi descoberto no Japdo em 1979 (YUASA et al.,
1979) e vem sendo isolado em quase todo mundo e em todos os paises que possuem avicultura
comercial (SCHAT e VAN SANTEN, 2008; SCHAT et al., 2003; TORO et al., 1994; LUCIO et al.,
1990). No Brasil, foi encontrado pela primeira vez em frangos de corte nos estados de Santa
Catarina e Sao Paulo, apresentando baixo ganho de peso, anemia e atrofia de timo (BRETANO et
al.,1991).

O CAV ¢ bastante resistente ao tratamento quimico e fisico. Resiste ao calor de 70°C por 60
minutos ou 80°C por 15 minutos e a um pH de 3,0. O virus é resistente a aménia quartenaria,
cloroférmio e ao éter etilico. Fenol 50% por 5 minutos e hipoclorito de sédio a uma concentracao de
10% por 2 horas pode inativar o virus. O uso do glutaraldeido (1%) e formol (5%) também podem
inativar o virus quando exposto a 24 horas a temperatura ambiente (YUASA et al, 1983).

Desde a descoberta do CAV, o girovirus aviario tipo 2 (AGV2) foi o primeiro membro
dentro do género girovirus a ser descrito. O AGV2 foi isolado inicialmente em galinhas e frangos
da Holanda e do sul do Brasil (SANTOS et al., 2012; RIJSEWIJK et al., 2011 ). Estudos tém
demonstrado que, semelhante ao CAV, o virus AGV2 também se encontra disseminado em plantéis
avicolas, porém seu potencial patogénico e sua epidemiologia ainda permanecem desconhecidos.
AGV?2 foi descrito em amostras de tecidos (bursa, medula Gssea e baco) de galinhas de Santa
Catarina, Rio Grande do sul e Holanda (RIJSEWIJK et al., 2011). Também ja foi encontrado em
amostras de fezes humanas (PHAN et al., 2012; CHU et al., 2012), galinhas e outros passaros, tanto
em aves saudaveis quanto em aves doentes (SANTOS et al., 2012; LIMA et al. 2012).

Semelhante a outros Circovirus, o AGV2 parece ser bastante resistente na natureza.
ESTEVES et al. (2012) identificaram AGV2 em aves livres de patdgenos especificos (SPF) alojadas
em cama de aviério tratada por fermentacdo. O DNA de AGV2 também pode ser carreado por
insetos comumente encontrados nas criacdes comerciais, como Alphitobius dioperinus (cascudinho)
(COSTA etal., 2012).

O diagnoéstico mais usado atualmente para deteccdo de CAV e AGV2 é a PCR. Varios
protocolos tém sido desenvolvidos para detectar o DNA viral em diversos materiais como tecidos,
soro e bulbo de penas (SANTOS et al., 2012).
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1.1.1.1 Anemia Infecciosa das Galinhas

O virus CAV é causador da doenca conhecida como anemia infecciosa das galinhas,
caracterizada por aumento da mortalidade, reducdo do ganho de peso, anemia, hipotrofia da medula
6ssea e atrofia do timo (ROSENBERGER e CLOUD, 1998).

Aves de todas as idades sdo susceptiveis ao virus, porém a doenca clinica se manifesta com
maior grau de severidade em aves de até trés semanas de idade, no qual se desenvolvem lesdes ou
viremia persistente. Ja as aves adultas produzem anticorpos contra o virus, o que evita a doenca
clinica, mas possibilita a infeccdo vertical a prole, sendo a forma mais comum de transmissdo do
virus (MILLER e SCHAT, 2004; TOOD, 2004; YUASA et al., 1979;).

As lesdes macroscépicas incluem anemia, medula dssea palida, timo, bago e bursa
diminuidos de volume, com a severidade das lesdes diretamente relacionadas a presenca de outros
agentes concomitantes ao CAV como o virus da doenca da Bursa, doenca de Marek e reovirus
(TOOD, 2004). A anemia infecciosa das galinhas acarreta um quadro de imunodepressédo que reduz
a imunidade das aves e consequentemente a resposta vacinal a varios outros agentes. Esse quadro
pode acarretar lesdes de pele nas aves com infecces secundarias e dermatites gangrenosas (TOOD,
2004).

COSTA et al. (2013) pesquisaram 0 CAV em penas de marrecos de Pequim do norte de
Santa Catarina, ndo encontrando o0 genoma do virus, assim também como ndo foi encontrado em
amostras de tecido de outras espécies de aves como codornas, patos, avestruzes, pombos e aves
silvestres, sugerindo que as galinhas ainda sdo os Unicos hospedeiros para o virus (GOMES, 2012).

Entretanto, um relato de caso mostrou a presenca de CAV em amostras de baco e timo de
Forpus Xanthopterygius - Periquito Tuim, alertando para as pesquisas desse agente em outras
espécies que ndo galinhas (BARRIOS, 2009). FARKAS et al. (1998) sugeriram que soros de
codornas Japonesas apresentaram anticorpos contra o virus da anemia infecciosa das galinhas.

Sabe-se que o CAV esta presente na maioria das criaces avicolas podendo ser transmitido
de forma horizontal, por via fecal-oral (JOINER et al., 2005) ou através das penas, que constitui-se
umas das principais formas de transmisséo e perpetuacdo do CAV nos lotes de aves (DAVIDSON
et al., 2008). A transmissdo vertical também podera ocorrer através dos ovos de matrizes soro-
negativas recentemente infectadas (CHETTLER et al., 1989).

Por ser um virus altamente resistente no meio ambiente, o CAV pode permanecer por longos
periodos nas instalagdes, portanto mesmo na impossibilidade de evitar a exposi¢do ao virus deve-se
preconizar a redugdo dos impactos negativos da doenca e as chances de transmissdo vertical

(SCHAT, 2003). A limpeza rigorosa dos aviarios aliada as boas préaticas de biosseguranca pode
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reduzir o impacto das infeccdes a campo (YUASA, 1992; YUASA et al.,1983). Assim como a
adocdo de medidas de biosseguridade nas instalagdes, o controle de outros agentes que contribuem
para 0 agravamento do quadro de imunodepressdo sdo praticas importantes no controle da doenca
(SCHAT, 2003; ROSENBERGER e CLOUD, 1998). No Brasil ttém sido utilizadas as vacinas vivas
atenuadas em reprodutoras, que transferem anticorpos maternais protetores a prole. O
monitoramento dos niveis de anticorpos maternos € essencial para o controle da doenca e eficacia
vacinal (SCHAT e van SANTEN, 2008).

1.1.2 Género Circovirus

Os circovirus pertencem a familia Circoviridae (TODD, 2000) e inclui sete circovirus: o
virus da doenca dos bicos e penas dos psitacideos (BFDV) (NIAGRO et al, 1998;. BASSAMI et al,
1998), circovirus dos pombos (PiCV) (TODD et al, 2001; MANKERTZ et al, 2000), circovirus
dos canario (CaCV) (PHENIX et al., 2001), circovirus dos gansos (GoCV) (TODD et al., 2001) e 0
circovirus dos patos (DuCV) (SOIKE et al., 2004; HATTERMANN et al., 2003) e dois circovirus
suinos, PCV1 e PCV2 (NIAGRO et al., 1998; HAMEL et al., 1998).

Dentre 0s virus pertencentes ao género circovirus, o mais bem caracterizado na literatura é o
circovirus dos suinos (PCV2), envolvido na etiologia da sindrome da circovirose suina, sendo a
sindrome multissisttmica do definhamento (SDMS) a forma clinica mais conhecida da doenca
(SEGALES et al., 2002).

Os relatos de infecgbes circovirais em gansos, patos, faisdes e pombos aumentaram a
conscientizacdo e a busca por mais informacdes associadas ao impacto das circoviroses no
comércio avicola. Um exemplo disso sdo os prejuizos em granjas na China, que mesmo
tecnificadas, problemas como retardo de crescimento e aumento de morbidade tém sido atribuidos
ao virus (ZHANG et al., 2009).

1.1.2.1 Circovirus dos Patos (DuCV)

O circovirus dos patos e marrecos (DuCV) foi primeiramente isolado de tecido de bursa de
Fabricius em patos Mulard (hibrido de Cairina moschata x Anas platyrhynchos) de fazendas na
Alemanha (HATTERMANN et al., 2003). Desde entdo, DuCV tem sido detectado em patos
Muscovy (Cairina moschata), patos Mulard, patos de vida livre (Melanitta fusca) e marrecos de
Pequim (Anas platyrhynchos) em regiGes da Hungria, Taiwan, Estados Unidos, China, Coreia do
Sul e Polénia (MATCZUK et al., 2015; CHA et al., 2014; CHA et al., 2013; WANG et al., 2011,
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ZHANG et al., 2009; BANDA et al., 2007; CHEN et al., 2006; FRINGUELLI et al., 2005). No
Brasil, at¢ 0 momento, ndo existem relatos de circovirus em marrecos de Pequim ou qualquer
espécie de patos.

Assim como outros circovirus pertencentes a familia Circoviridae, os circovirus dos patos e
marrecos (DuCV) sdo pequenos (15 a 16nm de diametro), de formato icosaédrico, sem envelope e
genoma circular de cadeia simples apresentando 1996 nucleotideos (cerca de 1,99Kb) (WANG et
al., 2011; HATTERMANN et al., 2003;). O genoma do DuCV estd organizado numa direcdo
ambisense e trés maiores regides de leitura aberta (ORFs) sdo designadas ORF1 (gene rep) que
codifica uma regido de 33.6kDa, proteina envolvida na replicacdo viral (replicase), ORF2 (gene
cap) localizada em orientacdo oposta e codifica uma regido de 29.7kDa — maior proteina de
capsideo imunogénica e pequenas ORF’s adicionais estdo presentes em alguns dos circovirus (LIU
et al., 2010; HATTERMANN et al., 2003; TODD et al, 2001; NIAGRO et al, 1998;). Uma ORF3
localizada na cadeia complementar de ORF1 esta relacionada com atividade apoptética (XIANG et
al., 2012).

Ainda com relacdo ao genoma do DuCV caracteriza-se duas regides intergénicas entre as
duas ORFs (rep e cap) com uma estrutura em algca altamente conservada (stem loop) de nove
nucleotideos (nondmero) 5'-TAT TATT AC, que por sua vez diferencia o DuCV de outros
circovirus. Adjacente a alca, observa-se a presenca de um hexametro 5’ACTCCG repetido duas
vezes (BANDA et al., 2007; HATTERMANN et al., 2003).

Baseado nas andlises do gene do capsideo e da sequencia genémica, foram identificados
dois genotipos DUCV: DuCV1 e DuCV2. Estudos mostraram que essa divisdo possui uma diferenca
de aproximadamente 10% entre a sequéncia gendmica dos virus isolados da Alemanha e Estados
Unidos (linhagem Euro-EUA) com os isolados de Taiwan e China continental (linhagem Taiwan)
(WAN et al., 2011). Eventos de recombinacdo podem estar contribuindo para a diversidade genética
e consequentemente para a evolugdo do virus com surgimento de novas cepas (ZHANG et al.,
2013).

Circovirus aviarios sdo associados, geralmente, a doenca subclinica ou caracterizados por
infeccbes concomitantes como consequéncia do comprometimento da resposta imune (BANDA et
al., 2007; FRINGUELLI et al., 2005). Em animais domésticos, além da forma subclinica, os
circovirus podem se manifestar como doengas severas, incluindo-se nesses casos 0 porcine
circovirus 2 (PCV2) afetando suinos em varias regides do mundo (ALLAN et al., 1998). A infeccéo

por DUCV tem sido relacionada a desordens de plumagens, baixo ganho de peso e severa
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imunossupressdao. O exame histopatoldgico da bursa de Fabricius demonstrou deplecdo de
linfdcitos, necrose e histiocitose (SOIKE et al., 2004).

Infeccdes por DUCV séo descritas como altamente prevalentes em regides como Hungria
(84%) (FRINGUELLI et al., 2005), onde sugere-se que 0 virus possa estar disseminado em
fazendas de patos e marrecos. Muitas fazendas da China apresentaram positividade variando de
15,28% a 81,63% (WAN et al., 2011; JIANG et al., 2009; LIU et al., 2009; ZHANG et al., 2009),
no qual observa-se alta morbidade, estando o DuCV associado a perdas econdmicas significativas
de até 70%. Em contraste, observa-se baixa prevaléncia nos Estados Unidos (6,1%) e a infec¢do
sugere nao representar um problema significativo para a industria de patos (BANDA et al., 2007). O
mesmo ocorre em descri¢cdes sobre o virus em patos e marrecos na Alemanha (HATTERMANN et
al., 2003) e Taiwan (38,2%) (CHEN et al., 2006).

Os fatores que interferem no curso e resultado da infeccdo sdo desconhecidos, porém alguns
autores tém sugerido a estirpe do virus, via de exposicdo, a dose de virus, 0s niveis de anticorpos
maternos e presenca de outros patégenos como potenciais interferéncias na infeccdo (MCNULTY e
TODD, 2008; WOODS e LATIMER, 2008; FRINGUELLLI et al., 2005; SOIKE et al 2004).

Com relacdo a prevaléncia de infec¢do subclinica de DuCV, CHA et al. (2014) detectou o
virus em 21,8% (32/147) das amostras de bursa de Fabricius e figado de marrecos de Pequim sem
sinais clinicos, do sul da Coréia. Ainda nesse estudo, demonstrou que a infeccdo por DuCV foi
mais prevalente em marrecos com mais de trés semanas de idade, corroborando os resultados de
outras investigacGes que afirmam que patos jovens entre 3 e 4 semanas sd0 mais sensiveis a
infeccdo de DuCV (WAN et al., 2011; ZHANG et al., 2009).

A explicacdo pelo qual os danos resultantes de infecgdes subclinicas de DUCV acarretam
prejuizos as producgdes tem sido pouco investigada, porém sabe-se que DuCV predispdem patos e
marrecos a outras doencas e infeccdes concomitantes com Riemerella antipestifer, Pasteurella
multocida, Staphilococcus aureus, virus da hepatite dos patos (DHV) e Salmonelas (CHA et al.,
2014; ZHANG et al., 2009; BANDA et al.,, 2007, SOIKE et al., 2004). Sinais de infeccOes
secundarias, incluindo artrite leve e pericardite fibrinosa também foram relatadas (BANDA et al
2007). Outro dado importante sugere que a morbidade em fazendas devido a doencas bacterianas
(infecgdes por Riemerella antipestifer e Salmoneloses), € maior em patos com a presenca de DuCV
quando comparadas a patos sem o virus (CHA et al., 2014).

As infecgbes por circovirus compartilham muitas caracteristicas (SOIKE et al., 2004) e é
patente extrapolar a partir de estudos com circovirus em outras espécies aviarias. A transmissao

horizontal, através da via respiratoria ou fecal-oral, é sugerida ser a via mais comum de infeccédo de
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DuCV, porém a transmissdo vertical também pode ocorrer, como acontece com o Chicken Anemia
Virus (CAV) e o virus do Bico e das Penas dos Piscitacideos (BFDV) (MCNULTY e TODD 2008;
TODD et al 2006; FAUQUET et al 2005). A alta prevaléncia do virus em populacdes de patos
livres da China (LIU et al., 2010) e um estudo relatando a detec¢édo de DuCV1 e DuCV2 em patos
recém-nascidos, patos mortos e ovos ndo fertilizados (LI et al., 2014) podem ser informacdes que
embasem as evidéncias de transmissdo do DuCV.

Ainda ndo esté estabelecido um programa sanitério de controle para DuCV, porém autores
tém alertado sobre o fato de DuUCV esta associado a doengas clinicas e a infec¢@es subclinicas e que
possivelmente possa comprometer economicamente as producdes de patos e marrecos. Devido a
isso, tém sido recomendados programas de monitoria sanitaria para o controle das doencas e
maiores estudos para o melhor conhecimento da patogenia e transmissdo de DuCV (CHA et al.,
2014).

1.1.2.1.1 Diagnostico de DuCV por PCR e qPCR

Diagnostico histopatologico de circoviroses avidrias geralmente envolve a detecgdo de
inclusBes basofilicas no citoplasma de tecidos linféides, como bursa de Fabricius. Embora esses
achados histopatolégicos sejam comuns em infeccbes de circovirus de pombos, gansos e
piscitacideos, ndo sdo comuns em infec¢bes por DUCV (FRINGUELLI et al., 2005). Nesse caso, a
técnica de PCR tem sido importante e vem sendo utilizada nos diagndsticos de circovirus dos patos
(LlIetal., 2014; CHA etal., 2013; ZHANG et al., 2012; WAN et al., 2011a ).

Embora a PCR seja importante no diagnostico de DuCV, estudos relatam a maior
sensibilidade e especificidade da qPCR em relacdo a PCR convencional (WAN et al., 2011; JIANG
et al., 2009; HALAMI et al.,2008 FRINGUELLLI et al., 2005). Infeccdes e co-infecgbes por DuCV
tem sido comuns e reportadas em patos e marrecos sem nenhuma alteracdo clinica (WANG et al.,
2011; ZHANG et al., 2009). Nesse contexto, a possibilidade de quantificar a carga viral pela técnica
de gPCR, faz com que ela seja uma valiosa ferramenta no entendimento dos mecanismos de
infeccéo de DuCV.

FRINGUELLI et al. (2005) reportou o primeiro estudo utilizando a gPCR para diagndstico
de DuUCV em amostras de bursa de Fabricius de patos e marrecos de Pequim em criacdes da
Hungria. Nesse estudo, além de demonstrar maior sensibilidade e especificidade da técnica quando
comparada a PCR convencional, mostrou que amostras de bursa de Fabricius apresentaram mais de
10" copias do genoma de DuCV/g de tecido em aves com idade superior a 5 semanas.
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O circovirus dos patos tem sido detectado em baco, bursa de Fabricius e figado de patos e
marrecos sadios, doentes e mortos (CHA et al, 2013; WAN et al., 2011; ZHANG et al., 2012;
WANG et al., 2011; FRINGUELLI et al., 2005; HATTERMANN et al., 2003) , sugerindo que
esses sejam os tecidos de elei¢do para o diagndstico de DuCV pelas técnicas de PCR e qPCR.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Contribuir para a melhoria da sanidade avicola através da identificacdo e caracterizacdo de virus

de impoxxrtancia econémica em marrecos de Pequim (Anas platyrhynchos).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Detectar a ocorréncia de membros da familia Circoviridae (Circovirus e Gyrovirus) em marrecos
de Pequim (Anas platyrhynchos) no estado de Santa Catarina através da técnica de gPCR;

- Quantificar a carga viral nos tecidos amostrados;

- Sequenciar as amplificacdes de nucleotideos obtidas;

- Comparar as sequéncias de nucleotideos obtidas com outras sequencias disponiveis no GenBank;

- Fazer a anélise filogenética dos virus através das sequencias encontradas;
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CAPITULO 2

IDENTIFICACAO MOLECULAR DO V[RUS DA ANEMIA INFECCIOSA DAS
GALINHAS (CAV) E DO GYROVIRUS AVIARIO TIPO 2 (AGV2) EM MARRECOS DE
PEQUIM NO ESTADO DE SANTA CATARINA

Tatiane de F.B.Oliveiral; Carlos André da V.L.Rosa?; Samuel Cibulski®; Tais Fumaco Teixeira®

RESUMO

O virus da anemia infecciosa das galinhas (CAV) é causador de perdas econémicas significativas,
principalmente em producdes de frangos de corte, no qual acarreta reducdo no ganho de peso, alta
mortalidade e severa imunossupressao. O gyrovirus aviario tipo 2 (AGV2) se encontra disseminado
em plantéis avicolas, porém seu potencial patogénico ainda permanece desconhecido. Diante da
auséncia de trabalhos visando o controle sanitario de marrecos, e frente as perspectivas de expansao
dessa espécie no estado de Santa Catarina, o estudo objetivou verificar, através da técnica de PCR
em tempo real, se marrecos de Pequim (Anas platyrhynchos) no estado de Santa Catarina possuem
0 genoma dos virus CAV e AGV2, que até o presente momento tem a espécie Gallus gallus
domesticus primariamente como hospedeiros. Foram analisadas amostras de baco, figado e bursa de
Fabricius de 24 marrecos de Pequim de abatedouro com 8 semanas de idade, criados em aviarios
integrados nas regides de Brusque e Jaragua do Sul. Ndo foram identificados os genomas de CAV e
AGV?2 nas amostras de tecidos de marrecos de Pequim. O estudo desses virus em outras espécies
visa ampliar o conhecimento dos aspectos epidemioldgicos da doenca, como um alerta ao controle
sanitario de marrecos de Pequim numa das principais regides de destaque da avicultura industrial.

Palavras-chaves: CAV, AGV2, marrecos, gPCR
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1 INTRODUCAO

Os marrecos de Pequim pertencem a ordem dos Anseriformes, familia Anatidae e género
Anas, sendo explorada comercialmente a espécie Anas platyrhynchos (marrecos de Pequim).
Originadas da China, sdo aves muito resistentes e precoces, que aos 60 dias de idade ja estdo
prontas para o abate (AZAMBUJA et al., 2005).

No Brasil, a criacdo de aves exdticas cresce a cada ano, mas ainda sdo poucos 0s criatorios
industriais de patos e marrecos no pais. Segundo o relatério da UBABEF (2014), a producdo
brasileira de marrecos no ano de 2012 foi de 228.391 cabecas. Santa Catarina €, atualmente, 0 maior
polo industrial de producédo de patos, marrecos e gansos, constituindo 75,6% da producéo brasileira,
seguido por Minas Gerais com 14,8% e Parana com 6,4% (ABPA, 2016).

Em Santa Catarina, a criacdo de marrecos surgiu como uma alternativa de controle natural
de pragas e invasoras, bem como fonte de adubacdo organica no solo nas culturas de arroz
(AZAMBUJA et al., 2005). Além da criacdo ao ar livre para controle de arrozais, a producdo de
marrecos se destaca em Santa Catarina com a presenca de abatedouros e criadores. E notavel a
tradicdo e o consumo da carne nas regides do estado, enfatizado pelas festas e a gastronomia tipica.
A producdo dos marrecos de Pequim, embora esteja em expansdo, devera assumir caracteristicas
proprias e certamente a criacdo intensiva dessas aves, a movimentacdo e a concentracdo dos
plantéis, poderdo favorecer a disseminacao de agentes de importancia avicola.

O virus da anemia infeciosa das galinhas (CAV) e o gyrovirus aviario tipo 2 (AGV2) sdo
membros da familia Circoviridae, género gyrovirus (SCHAT, 2009; RIJSSEWIJK et al., 2011). O
CAYV causa a anemia infecciosa das galinhas, mais tipicamente em aves jovens e produz perdas
econdmicas significativas, principalmente em produgdes de frangos de corte. A doenca é
caracterizada por aumento da mortalidade, reducdo do ganho de peso, anemia, hipotrofia da medula
6ssea e atrofia do timo (ROSENBERGER e CLOUD, 1998). O virus tem sido descrito em todos 0s
paises que possuem avicultura comercial (SCHAT e VAN SNATEN, 2008). O AGVZ2,
recentemente descrito, foi isolado em galinhas do sul do Brasil e Holanda, e estudos tém
demonstrado que, semelhante ao CAV, o virus AGV2 também se encontra disseminado em plantéis
avicolas, porém seu potencial patogénico ainda permanece desconhecido (RIJSEWUIJK et al.,
2011; SANTOS etal., 2012).

Estudos anteriores pesquisaram o CAV em penas de marrecos de Pequim do norte de Santa
Catarina, ndo encontrando o genoma do virus, assim como ndo foi encontrado em amostras de
tecido de outras espécies de aves como codornas, patos, avestruzes, pombos e aves silvestres,

sugerindo que as galinhas ainda sdo os unicos hospedeiros para o virus (COSTA et al., 2013;
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GOMES, 2012). Entretanto, um relato de caso mostrou a presenca de CAV em amostras de baco e
timo de Forpus Xanthopterygius- Periquito Tuim, alertando para as pesquisas desse agente em
outras espécies que ndo galinhas (BARRIOS, 2009). FARKAS et al., 1998 sugeriram que soros de
codornas Japonesas apresentaram anticorpos contra o virus da anemia infecciosa das galinhas.

Em relacdo ao gyrovirus aviario tipo2 (AGV2), além de galinhas domésticas, o virus ja foi
encontrado em amostras de outros passaros (LIMA et al. 2012; SANTOS et al., 2012, dados ndo
publicados). Estudos também relatam que marrecos podem ser portadores de outros virus que
também causam doengas em galinhas, como o paramixovirus aviario tipo 1, causador da Doenga de
NewCastle e ortomixovirus que causam a Influenza Aviaria (SWAYNE e HALVORSON, 2008;
NISHIZAWA et al., 2007).

Diante desse contexto, a busca por virus comuns as duas espécies € fundamental para melhor
caracterizar a epidemiologia das doengas que causam tantos prejuizos para avicultura industrial,
bem como conhecer o perfil dos agentes envolvidos nas criaces de marrecos de Pequim,
merecedores de atencdo sanitaria tanto quanto as galinhas comerciais. Sabendo dessa necessidade e
reconhecendo a escassez de trabalhos sobre sanidade em marrecos, é patente a necessidade de maior
atencdo as criacles. Por esses motivos, o presente trabalho teve como objetivo verificar a presenca
dos virus da anemia infecciosa das galinhas (CAV) e o Gyrovirus Aviario Tipo2 (AGV2) em
amostras de tecidos de marrecos de Pequim no estado de Santa Catarina através da técnica de PCR

em tempo real.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS

Para investigar a presenca do genoma dos virus CAV e AGV2 em marrecos de Pequim,
foram coletadas 24 amostras de bursa, de baco e de figado (totalizando 72 amostras) de marrecos de
Pequim com 8 semanas de idade em abatedouro na cidade de Brusque-SC, criados em aviarios
integrados da regido de Brusque e Jaragud do Sul. As aves abatidas eram clinicamente saudaveis,
sem lesBes significativas, porém oriundas de lote com alta mortalidade na primeira semana e baixo
ganho de peso. Marrecos de Pequim ndo sdo comumente vacinados contra nenhuma doenca avidria.
As amostras mediam aproximadamente 1cm e foram estocadas separadamente em sacos estéreis a -
20°C.

2.2 EXTRACAO DE DNA VIRAL

O método de extracdo de DNA utilizado foi o iodeto de sodio seguido de cloroférmio/alcool
isoamilico conforme protocolo estabelecido por TEIXEIRA et al. (2013).

Foram pesadas 0,025 g de cada amostra e posteriormente trituradas. Os tecidos foram
colocados em 885 pL de tampao de lise (800puL TEN 2x; 80 uL SDS 10%; 5 pL proteinase K). As
amostras foram incubadas por 4 horas a 37°C. Posteriormente foram centrifugadas a 8000 rpm
durante 2 minutos e 300 pL de sobrenadante foram transferidos para um novo tubo. Foram
adicionadas 300 pL de iodeto de sodio (Nal 6M) e 600 uL de cloroférmio com alcool isoamilico.
Foi agitado e centrifugado a 8000 rpm por 5 min. Foi coletado 500 pL do sobrenadante e
transferido para outro tubo. Foram adicionados 500 pL de cloroférmio com alcool isoamilico. Foi
centrifugado a 8000 rpm por 5 min. Foi coletado 400 pL do sobrenadante e acrescentado 1 ml de
etanol absoluto gelado. Foi incubado a -20°C por 30 min. Posteriormente, foi centrifugado a 14.000
rpm por 20 min. Desprezou-se todo o sobrenadante e ressuspendeu o DNA em 50 uL TE e 0,5 pL
de RNAase. Foi incubado a 37°C por 30 min. A quantidade e a qualidade do DNA foi verificada por
espectofotometria (Nanodrop 1000).

2.3 DETECCAO DE CAV E AGV2 POR gPCR

As amplificacfes do DNA do CAV e do AGV2 foram realizadas atraves de gPCR utilizando os
iniciadores e sondas de acordo com VARELA et al. (2014) (Tab. 1). Os ensaios foram realizados no

Termociclador StepOne Real Time, em volume de 12,5 pL. Foram utilizados 100ng do DNA
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extraido dos tecidos em cada reacdo, 6,25ul de 2x Universal Tagman Master Mix e 0,2umol de
cada iniciador e sonda. As reacgdes foram realizadas em conjunto para 0 CAV e para 0 AGV2
(previamente padronizadas), com um ciclo de desnaturacéo inicial (95°C, 10 min), seguido por 40
ciclos de 95°C, 15s. (desnaturagdo), 60°C, 1 min. (anelamento e extensdo). A aquisi¢cdo da

fluorescéncia foi realizada no final de cada ciclo de extenséo.

Tabela 1 - Iniciadores e sondas utilizados para a deteccdo de CAV e AGV2 pela técnica de gPCR.

Iniciador/Sonda Sequéncia 5 - 3~
CAYV Forward CCAGCTTGCGTGCTATTCAT
CAYV Reverse CGAGCAACAGTACCCTGCTA
CAV Probe JOE-ACAGCGCAAGGCACGCAAGT-BHQ
AGV2 Forward CACGGGCAAGACACTAAATG
AGV2 Reverse TATCGAGGTICGTTTICTGCTG
AGV2 Probe FAM-CGCTCTCGCCGACAAGCAAC-BHQ

2.4 AMPLIFICACAO POR PCR CONVENCIONAL DAS AMOSTRAS QUE AMPLIFICARAM
POR gPCR

Com o objetivo de amplificar um fragmento de DNA maior, foi realizada uma PCR
convencional das amostras que amplificaram para CAV e AGV2 por gPCR.

As amplificacdes de DNA do CAV e do AGV2 por PCR convencional foram realizadas em
um volume total de 25 pL. Cada reacdo de PCR continha: 0,75uL 50mM MgCl;, 2,5uL 10x PCR
buffer, 10 pM de primers iniciadores, 1,25 U Taq DNA polimerase, 2,0uL 10mM dNTP, 100 ng de
DNA da amostra e 18,5uL de agua Milli-Q estéril. As amplificagdes foram executadas em
termociclador Veriti PCR System (Applied Biosystems). As reacGes foram realizadas separadamente
para 0 CAV e para 0 AGV2, com um ciclo de desnaturacdo inicial (94°C, 5 min), seguido por 40
ciclos de 94°C, 30s. (desnaturacdo), 52°C, 30s. (anelamento), 72°C, 60s. (extensdo) e um ciclo final
de extensdo de 5 minutos a 72°C. Para o CAV foram usados os primers iniciadores PF 5°-TGC
CAG ACC CCC AAT CTACTA -3 e 0 PR 5-AAG CGG GTT TCA ATG TGT CG-3, que
amplificam um fragmento de 448 pares de bases (pb). Para 0 AGV2 foram utilizados o0s seguintes
primers iniciadores: PF 5 - CGT GTC CGC CAG CAG AAA C -3 e PR5-GGT AGA AGC CAA
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AGC GTC CAC -3" que amplificam um fragmento de 345 pb, conforme descrito por RIJISEWIJK
et al. (2011). A visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese através de gel
de agarose 2% com 0,5 pg/mL de brometo de etidio.

2.5 SEQUENCIAMENTO DAS AMOSTRAS AMPLIFICADAS POR gPCR E PCR
CONVENCIONAL

As amostras amplificadas pelas técnicas de gPCR e PCR convencional foram determinadas
utilizando um “kit” comercial (DYEnamic™ ET termination kit, GE - Healthcare). As reacdes de
sequenciamento foram analisadas pelo sequenciador automéatico MegaBACE™ 500 (GE
Healthcare). As sequéncias de nucleotideos foram analisadas com o programa Geneious verséo 8.0.
Para andlise das possiveis identidades (caracterizacdo taxondmica preliminar) das sequéncias
encontradas, foi utilizada a ferramenta Blastn (Nucleotide Blast), disponivel no portal do NCBI. As
sequencias nucleotidicas foram alinhadas com sequencias homdlogas disponiveis no GenBank

colhidas através da ferramenta Blastn.



49

3 RESULTADOS

Do total de 72 amostras testadas por g°PCR, uma amostra de bursa de Fabricius amplificou para
CAYV, representando 1,4% das amostras analisadas. E uma amostra de figado foi amplificada para
AGV2 (1,4%) conforme Figura 1. Cabe salientar que todo o procedimento foi repetido, obtendo-se

0 mesmo resultado.

Figura 1 - Screening das amostras de baco, bursa de Fabricius e figado para CAV e AGV2 pela
técnica de gPCR.
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1) Controle positivo CAV. 2) Controle positivo AGV2. a) amostra de figado amplificada para CAV. b) amostra de
bursa de Fabricius amplificada para AGV2

Em relacéo a PCR convencional das amostras positivas para CAV (Bursa de Fabricius) e
AGV2 (figado) por gPCR, ndo foram observadas amplificagdes de tamanhos esperados de
fragmento de DNA para CAV e AGV2 (Figura 2), sendo que na eletroforese para AGV2 observou-
se a amplificacdo de uma banda inespecifica, com tamanho maior que o esperado de fragmento de
DNA. Os resultados de sequenciamento confirmaram que os genomas amplificados das amostras de
bursa de Fabricius e figado, ndo séo referentes aos virus CAV e AGV2, respectivamente.
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Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose 2% das amostras amplificadas de CAV e AGV2 por PCR.
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(1) Marcador molecular Lambda x Hind I1I; (2) controle positivo; (3) amostras positivas bursa de Fabricius (CAV) e
figado (AGV2); (4) controle negativo
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4 DISCUSSAO

As consequéncias dos gyrovirus aviarios para a industria avicola, como o virus da anemia
infecciosa das galinhas (CAV), impdem que os estudos epidemiologicos sejam cada vez mais
necessarios, pois as altas mortalidades, a reducdo de ganho de peso e a severa imunossupressao,
principalmente em frangos de corte nas primeiras semanas de vida, acarretam perdas econémicas
significativas. Os dados sdo mais factiveis quando se trata do virus CAV, pois a doenga e 0s
prejuizos para as aves ja estdo bem caracterizados, enquanto AGV2, foi recentemente descoberto
(RIJSEWUIK et al., 2011) e investigacOes ainda estdo sendo realizadas para conhecer o0 seu
potencial patogénico, que ainda permanece desconhecido.

Mesmo diante de dados sugestivos da ocorréncia dos gyrovirus aviarios em outras aves
domésticas que ndo galinhas (LIMA et al. 2012; SANTOS et al. 2012, dados ndo publicados),
como a presenca de anticorpos para o virus CAV em soros de codornas Japonesas (Coturnix
coturnix japonica) (FARKAS et al., 1998) e em amostras de baco e timo de um periquito (Forpus
Xanthopterygius - Periquito Tuim) (BARRIOS, 2009), no presente estudo ndo foi possivel
identificar a presenca dos virus da anemia infecciosa das galinhas (CAV) e Gyrovirus Aviario Tipo
2(AGV2) em amostras de tecidos de bursa de Fabricius, figado e baco de marrecos de Pequim no
estado de Santa Catarina. Porém, cabe salientar que o estudo aqui apresentado foi realizado em
apenas duas regides de Santa Catarina, o que pode ser considerado como sendo uma amostragem
pequena, e também por se tratar de criagBes isoladas de marrecos de Pequim, sem nenhum outro
criatério nas proximidades. Fato esse pode ser comparado com a ocorréncia do virus CAV em
amostra de timo de uma ave de fauna (periquito TUIM), onde a autora sugere que a proximidade do
criatério em conjunto com criagdes de galinhas e intercambio de fomites e tratadores pode ter
facilitado a transmissdo (BARRIOS, 2009).

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), a qual foi utilizada no presente
estudo, é considerada uma técnica muito sensivel e bastante Gtil para diagnostico (SEGALES et al.,
2005), e vem sendo muito utilizada no diagnostico de circoviroses (VARELA et al., 2014; ZHENG
LI et al., 2013; VILCEK et al., 2010; WAN et al., 2010;). Também pela qPCR estudos anteriores
pesquisaram o CAV na base da pena (calamo) de marrecos de Pequim oriundos do norte
Catarinense, e também ndo encontraram o genoma do virus (Costa et al., 2013). Logo, 0S n0ssos
dados corroboram esses resultados sugerindo que os gyrovirus afetem primariamente Gallus gallus
domesticus.

Sendo Santa Catarina, regido de destaque na avicultura industrial e na expanséo de criatérios

e abatedouros de marrecos de Pequim, a possibilidade de deteccdo dos genomas dos virus CAV e
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AGV2 em marrecos seria um alerta ao maior controle sanitario dessa espécie na regido, que por sua
vez tem-se verificado uma menor preocupacdo quando comparamos ao controle sanitario de
galinhas. Isso se deve principalmente pela auséncia de registros e de informagdes sobre as
condicBes sanitarias que marrecos sdo criados em Santa Catarina.

As aves do presente estudo eram marrecos com 8 semanas de idade, clinicamente saudaveis
e oriundos de aviarios integrados com histdrico de alta mortalidade na primeira semana e baixo
ganho de peso. A principio suspeitou-se de doencga imunossupressora, Vvisto as caracteristicas bem
elucidadas em galinhas. Sabe-se que o virus CAV cursa com doenca clinica mais severa em aves de
até 3 semanas de idade, que desenvolvem imunossupressao com agravamento de outras
enfermidades, infeccdes secundarias, mortalidade variavel e retardo no crescimento (YUASA et al.,
1979; YUASA e IMAI,1986) e em aves adultas cursa como doenca subclinica. Duas explicacfes
podem ser apontadas nessa questdo: a primeira sugere que a mortalidade de marrecos de primeira
semana e baixo ganho de peso deve-se provavelmente a manejo incorreto. Pode-se afirmar que apds
melhorias dos aviarios envolvidos nessa pesquisa, principalmente na construcdo de novos
bebedouros, retirada das aves com limpeza e desinfec¢do total e aumento de vazio sanitario, o
problema de mortalidade de primeira semana e o baixo ganho de peso foi solucionado nos lotes
posteriores. Outra questdo que pode ser levantada seria a especificidade dos circovirus. No Brasil
ndo ha relatos de circoviroses em marrecos ou patos, porém em paises como China e Hungria tem
sido detectada alta prevaléncia de circovirus dos patos (DuCV) com caracteristicas semelhantes ao
virus CAV (CHA et al., 2014; WANG et al., 2011; FRINGUELLI et al., 2005). Levando em
consideracdo tais caracteristicas, como a presenca do virus em aves saudaveis e o potencial
imunossupressivo do virus, pesquisas com DuCV em marrecos seriam necessarias para 0
conhecimento de agentes envolvidos em marrecos de Pequim.

Nesse contexto, é importante mencionar que marrecos podem ser afetados por varios outros
microorganismos, resultando em doengas clinicas e/ou subclinicas, que sdo importantes para
epidemiologia dos agentes e que podem ser transmitidas para galinhas, o que gera preocupagéo no
setor avicola. Algum desses agentes sdo de extremo impacto na avicultura industrial como o virus
da Influenza Aviaria (SWAYNE e HALVORSON, 2008), Doenca de New Castle (NISHIZAWA et
al., 2007) e as Circoviroses (ZHANG et al., 2009; WAN et al., 2011), como ja mencionada
anteriormente. Sendo assim, marrecos podem atuar como portadores de varios agentes virais,
consequentemente contribuindo para o surgimento de novas amostras patogénicas e sua
disseminacdo entre aves domésticas e comerciais (LIMA, 2005). Mesmo com poucos criatorios

industriais de marrecos no Brasil, a criacdo de aves de subsisténcia e o comércio de aves vivas,
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carne e Ovos Sa0 comuns no pais, 0 que torna essa especie merecedora de atengdo sanitaria tanto
quanto galinhas comerciais.

Mesmo ndo identificando os gyrovirus aviarios em amostras de tecidos de marrecos de
Pequim no estado de Santa Catarina, esse trabalho, além de contribuir para ampliar os aspectos
epidemioldgicos dos gyrovirus, serve como incentivo a realizacdo de mais estudos na area de
sanidade de marrecos de Pequim, frente a sua perspectiva de expansdo. Caracterizar a
epidemiologia desses virus que causam tantos prejuizos para avicultura industrial, podera contribuir
para as melhorias nas praticas de controle e prevencdo de agentes de impacto sanitario. A infeccao
do virus da anemia infecciosa das galinhas, bem como Gyrovirus Aviario Tipo 2 em outras
espécies, que ndo Gallus gallus domesticus ainda ndo estdo bem elucidados. Fica o alerta para o

controle sanitario nas criagdes de marrecos de Pequim.
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CAPITULO 3

IDENTIFICACAO MOLECULAR DE CIRCOVIRUS DOS PATOS (DUCV) EM
MARRECOS DE PEQUIM NO ESTADO DE SANTA CATARINA

Tatiane de F.B.Oliveira'; Carlos André da V.L.Rosa?; Samuel Cibulski®; Tais Fumaco Teixeira®

RESUMO

O virus DuCV pertence a familia Circoviridae, género circovirus, e tem sido detectado em patos e
marrecos de diversas regides da Hungria, Taiwan, Estados Unidos, China, Coreia do Sul e Poldnia,
podendo evidenciar tanto desordens de plumagens, baixo peso e severa imunossupresséo como
nenhuma sintomatologia clinica. Santa Catarina se destaca na criacdo de marrecos de Pequim,
porém a escassez de estudos sanitarios é preocupante frente as perspectivas de crescimento na
regido. O objetivo desse trabalho foi detectar e quantificar o genoma de DuCV em amostras de
baco, bursa de Fabricius e figado de 97 marrecos no estado de Santa Catarina, oriundos de
matrizeiros, aviarios integrados e abatedouros, utilizando a técnica de PCR em tempo real. O ensaio
foi capaz de detectar aproximadamente um minimo de 100 copias de genoma (por GC) por reacéo,
demostrando que a técnica de qPCR foi altamente sensivel para detectar DUCV em amostras de
tecidos de marrecos de Pequim. Das 97 aves testadas, em 86 (89%) foi possivel detectar o genoma
de DUCV em ao menos um dos tecidos coletados. Em 100% das aves amostradas das regides de
Brusque e Jaragua do Sul, com 2 semanas e 8 semanas de idade, foi possivel detectar o genoma de
DuCV, enquanto que em matrizes da regido de Araquari, com 22 semanas de idade, foi detectado o
genoma viral em 21% das aves testadas. Das 291 amostras de tecidos coletadas, 234 (80%) foram
positivas para o virus. Observou-se que matrizes de marrecos de Pequim apresentaram carga viral
significativamente menor quando comparado aos aviarios integrados e abatedouro (p<0,05). A
quantificaco viral nos tecidos avaliados mostraram resultados superiores a 10™ cépias de DNA de
DuCV/ml em amostras de marrecos de Pequim entre 2 e 8 semanas de idade. N&o houve diferenca
significativa quanto a carga viral nos diferentes tecidos (bursa, baco e figado) (p>0,05). Os
resultados desse trabalho alertam para o controle sanitario nas criacdes de marrecos de Pequim no
estado de Santa Catarina, bem como incentiva novos estudos nessa espécie.

Palavras-Chave: marrecos de Pequim, gPCR, DuCV, circovirus
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1 INTRODUCAO

Os circovirus possuem virions icosaedricos, sem envelope, com 14 a 26nm de diametro. O
genoma DNA circular de fita simples (1.7-2.3kb) é um dos menores entre os virus animais (Todd,
2000). Atualmente, a familia Circoviridae compreende o género Gyrovirus, o qual inclui o virus da
anemia infecciosa das galinhas (CAV- Chicken Anemia Virus) (Todd., 2000) e o Girovirus Aviario
tipo 2 (AGV2- Avian Gyrovirus 2) (RIJSEWIJK et al., 2012) e o género Circovirus, que inclui,
dentre outros virus, o Porcine Circovirus tipo 2 (PCV2), Goose Circovirus (GoCV), Canary
Circovirus (CaCV) (PHEIX et al., 2001) e o Duck Circovirus (DuCV) (HATTERMANN et al.,
2003).

O DuCV foi primeiramente isolado de tecido de Bursa de Fabricius em patos Mulard
(hibrido de Cairina moschata x Anas platyrhynchos) de fazendas na Alemanha (HATTERMANN
et al., 2003). Desde entdo, DuCV tem sido detectado em patos Muscovy (Cairina moschata),
Marrecos de Pequim (Anas platyrhynchos), patos Mulard e patos de vida livre (Melanitta fusca) em
regibes da Hungria, Taiwan, Estados Unidos, China, Coreia do Sul e Pol6nia (MATCZUK et al.,
2015; CHA et al., 2013; ZHANG et al., 2009; BANDA et al., 2007; CHEN et al., 2006;
FRINGUELLI et al., 2005).

Os circovirus aviarios sdo associados, geralmente, a doenca subclinica ou caracterizados por
infecgOes concomitantes como consequéncia do comprometimento da resposta imune (BANDA et
al., 2007; FRINGUELLI et al., 2005). Infeccdo e coinfeccdo por DUCV s&o muito comuns nos
criatdrios de marrecos e patos, principalmente nas regides da China, e tém sido relacionadas as aves
jovens com desordens de plumagem, baixo ganho de peso e severa imunossupressdo. Em outros
casos, 0 virus também tem sido detectado em animais sem nenhum sintoma clinico. Em relacdo as
coinfeccdes, DUCV pode predispor a outras doengas e infeccbes com Riemerella antipestifer,
Pasteurella multocida, Staphilococcus aureus, Virus da hepatite dos patos (DHV) e Salmonelas
(CHA et al., 2014; ZHANG et al., 2009; BANDA et al., 2007; SOIKE et al., 2004).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para o diagnostico de DuCV, como a reacao da cadeia
de polimerase convencional (PCR), nested PCR, hibridiza¢do em situ (ISH) e PCR em tempo real
(MATCZUK et al., 2015; CHA et al., 2013; WAN et al., 2011; FRINGUELLI et al., 2005). Nos
altimos anos, técnicas de qPCR tém sido padronizadas para o diagnostico de DuCV, sendo
considerado um excelente diagnostico por ser uma técnica altamente sensivel e especifica. A qPCR
tem a capacidade de quantificar a carga viral das amostras clinicas, o que proporciona maior
entendimento das infecgdes pelo DuCV (WAN et al., 2011; FRINGUELLI et al., 2005).



59

No Brasil ainda nao existem relatos de DuCV em criatorios de patos e marrecos, tdo pouco
estudos sobre sanidade nessas espécies. A falta de informacGes é preocupante frente as perspectivas
de expansdo de marrecos de Pequim em Santa Catarina, onde a criacdo intensiva dessas aves, a
movimentacdo e a concentracdo dos plantéis poderdo favorecer a disseminacdo de agentes de
importancia avicola.

Diante desse contexto, esse trabalho foi conduzido para investigar a presenca de DuCV em
marrecos de Pequim no estado de Santa Catarina, considerando sua importancia e perspectivas de
crescimento nessa regido. Para tal pesquisa, foi padronizada uma gPCR para detectar e quantificar o
genoma de DuUCV em baco, bursa de Fabricius e figado de marrecos de Pequim oriundos de

matrizeiros, aviarios integrados e abatedouros.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS

Amostras de tecidos de marrecos de Pequim, clinicamente saudaveis, foram coletadas
durante o ano de 2015 de granja matriz e de aviarios integrados e abatedouros de regifes produtoras
de marrecos, no estado de Santa Catarina (Araquari, Brusque e Jaragua do Sul). Fragmentos de trés
orgdos (baco, bursa de Fabricius e figado) foram coletados de 97 marrecos de Pequim, sendo 14
aves oriundas de aviario de granja matriz de Araquari (22 semanas), 15 aves de aviarios integrados
(2 semanas) e 68 aves de abatedouros (8 semanas), de Brusque e Jaragua do Sul (Tabela 1). A fim
de detectar diferencas na carga viral entre as idades dos marrecos, as aves com duas e 0ito semanas
foram oriundas de mesmo lote. Entretanto, 23 aves coletadas nos abatedouros foram provenientes
de lotes em que ndo foi possivel coleta de amostras em marrecos com duas semanas. Tais aves
apresentavam historico de alta mortalidade nas primeiras semanas de criacdo (em média 20%) e

reducéo no ganho de peso.
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Tabela 1 - Amostras provenientes de matrizes, aviarios integrados e abatedouros de Araquari,
Brusque e Jaraguéa do Sul, SC.

Grupos N° Aves Total

Matrizes 14
Aviério 2sem* 6
Aviério 2sem? 9
Abatedouro® 24
Abatedouro’ 21
Abatedouro® 23

Total 97

*Avidrio Integrado de Brusque

*Aviério Integrado de Jaragué do Sul

®Aves abatidas do lote alojado em Brusque

*Aves abatidas do lote alojado em Jaragua do Sul

*Aves de Brusque e Jaragua do Sul com histérico de alta mortalidade e reduc&o no ganho de peso

Os marrecos ndo foram vacinados para nenhum agente. O manejo dos matrizeiros apresenta
maior nivel de biosseguridade, com baixo fluxo de pessoas, auséncia de mistura de aves com idades
diferentes no mesmo aviério e maior periodo de criagdo das aves (75 semanas), quando comparado
aos aviarios integrados (oito semanas). Na saida dos lotes de matrizes, todos os aviarios sdo lavados
e desinfetados, ocorrendo troca de cama a cada lote alojado e vazio sanitario de 30 dias. Os aviarios
integrados realizam limpeza e desinfec¢do total com troca de cama ap6s o alojamento de seis lotes.
Porém, ocorre vazio sanitario a cada saida das aves de 10 dias. Nos aviarios integrados ocorre
mistura de aves com diferenca de 30 dias de idade, dentro do mesmo aviario, separadas por
divisorias de madeira. Salienta-se também o grande fluxo de pessoas. Todos 0s aviarios, matrizes e
integrados, sdo monitorados periodicamente para salmoneloses e micoplasmoses, mantendo
resultados negativos. Para a eutandsia das aves utilizou-se 0 método de deslocamento cervical,
conforme descrito e enviado ao COMITE de ETICA em Experimentacdo Animal da UDESC -

CETEA. Todas as amostras coletadas foram estocadas a - 20°C até a extracdo de DNA.

2.2 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada seguindo o protocolo estabelecido por Teixeira et al.
(2013). Os fragmentos de tecidos (25 mg) foram colocados em 885uL de tampdo de lise Tris-HCI
20 (Invitrogen), pH 8,0; 2 mM de EDTA (Invitrogen), pH 8,0, 300 mM de NaCl (Nuclear),100 g
proteinase K (USB Corporation), 1% de SDS (Promega) e incubados durante 4 h a 37° C. Apoés
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isto, a mistura foi centrifugada a 12,000 x g durante 1 min e 300 pL de sobrenadante transferida
para um novo tubo. O DNA foi extraido com 6 M Nal e cloroférmio / alcool isoamilico. Apos
precipitacdo com etanol, o DNA foi seco e ressuspenso em 50 uL TE (10 mM Tris pH 7,4; EDTA 1
mM, pH 8,0) contendo RNase. A quantidade do DNA foi verificada por fluorometria (Qubit,

Invitrogen) e a qualidade por espectrofotometria (Nanodrop, Thermo).

2.3 PADRONIZACAO DA QPCR PARA DETECCAO DE DUCV

Pares de primers foram projetados de acordo com uma sequéncia referéncia de DuCV
depositada no GenBank. Os oligonucleotideos foram projetados utilizando o software GENEIOUS
(Geneious Software versdo 8.0) para amplificar a regido mais conservada do genoma viral - gene
Rep (Open Reading Frame 1 — ORF1). O primer forward foi PF: DUCV_F 5" - ACT TAT GTT
ATC TTT GGG CGT GG - 3" (posicdo no genoma 454-476 nt para AY_228555.1) e 0 primer
reverse PR: DUCV_R5- GTAATACTT GTT TTC GGC GGG A - 3" ( posicdo no genoma 588-
609 nt para AY_2285551) . Estes foram destinados a dar origem a um fragmento amplificado de
150pb.

Foram selecionadas amostras aleatorias de fragmentos de tecidos de bursa de Fabricius, baco
e figado de marrecos de Pequim abatidos com oito semanas e marrecos matrizes com 22 semanas,
totalizando 11 amostras. Apo0s extracdo e quantificacdo de DNA viral foi realizada uma screening
com a Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR).

A gPCR foi realizada como se segue: em 15ul de volume de reacdo foram utilizados 100ng
de DNA, 200nM de cada primer e 7,5 pl de Fast EvaGreen qPCR Master Mix (Biotium). As
condicdes de reacdo foram: 95°C por 2 min seguidos de 40 ciclos de 95°C durante 5 seg e 60°C
durante 30 segundos. Ao final dos 40 ciclos foi realizada uma curva de dissociagdo (curva de
Melting) de 60°C até 95°C com incrementos de 1°C.

Os controles negativos usados na gPCR consistiam em agua destilada no lugar de DNA. As
amostras amplificadas pela qPCR foram destinadas a eletroforese em gel de agarose para
verificagcdo do tamanho amplificado. Um dos fragmentos foi ligado no plasmideo pCR2.1 e estes
foram utilizados para a transformacdo de células competentes de E. coli TOP10 (Invitrogen). A
clonagem dos fragmentos amplificados foi realizada segundo o protocolo do TOPO® TA Cloning®
Kit® (Life Technologies). A extracdo do DNA plasmidial das colénias foi feita seguindo protocolos
padrdo (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Apo6s a confirmacdo da presenca do inserto de interesse,
os plasmideos foram purificados usando o kit de purificacgdo de DNA GFX™ (GE Healthcare) e
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foram sequenciados (conforme descrito posteriormente) para confirmacdo da amplificagdo do
DuCV, obtendo-se assim o controle positivo viral.

Para construgdo de uma curva padrdo para gPCR, o DNA plasmidial foi quantificado em
espectrofotémetro (Qubit, Invitrogen), e diluicbes (10x) foram realizadas de forma a obter uma
curva (1 a 10° moléculas). A curva foi aplicada no termociclador Rotor Gene Q (Quiagen) para
quantificacdo das amostras e assim determinar a sensibilidade e a eficiéncia da amplificacdo da
gPCR. Com a gPCR padronizada, as demais amostras do presente estudo foram testadas para

deteccdo e quantificagdo de DuCV.

2.4 SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA

Além da clonagem para obtencdo do controle positivo de DuCV e construcdo da curva
padrdo para o gPCR, também foram clonados, posteriormente, outros fragmentos oriundos da qPCR
de amostras positivas para posterior sequenciamento e analise filogenética. As sequéncias dos
insertos clonados foram determinadas utilizando um “kit” comercial (DYEnamic™ ET termination
kit, GE - Healthcare). As reagbes de sequenciamento foram analisadas pelo sequenciador
automético MegaBACE ™ 500 (GE Healthcare).

As sequéncias de nucleotideos foram analisadas com o programa Geneious versao 8.0. Para
analise das possiveis identidades (caracterizacdo taxondmica preliminar) das sequéncias
encontradas, foi utilizada a ferramenta Blastn (Nucleotide Blast), disponivel no portal do NCBI. As
sequencias nucleotidicas foram alinhadas com sequencias homdlogas disponiveis no Gen Bank
colhidas através da ferramenta Blastn. Andlises Filogenéticas das sequencias de nucleotideos foram
realizadas usando o método Neighbor-Joinning (NJ) (SAITOU et al., 1987) do software MEGA5
(TAMURA et al, 2011), baseado nos parametros de KIMURA.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para anélise estatistica da quantificacdo viral, as amostras dos tecidos foram agrupadas em
seis diferentes grupos: tecidos de marrecos matrizes- Araquari/SC, marrecos de duas semanas e 0ito
semanas de Brusque/SC, marrecos de duas semanas e oito semanas de Jaragua do Sul/SC e
marrecos de oito semanas de Brusque e Jaragua do Sul com histérico de alta mortalidade e reducéo
de ganho de peso.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 6x3 (grupos e
6rgdos). Os dados foram submetidos 8 ANAVA e posteriormente ao teste comparativo de médias
por Tukey 5%, utilizando o programa XVI StatGraphics Centurion.
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3 RESULTADOS

3.1 ANALISE DO DESEMPENHO DA gPCR PARA DETECCAO DE DuCV

A sensibilidade da qPCR para DuCV foi avaliada utilizando um plasmideo portador de um
fragmento do genoma DuCV. O ensaio foi capaz de detectar aproximadamente um minimo de 100
copias de genoma (por GC) por reacdo. A correlagdo linear média (R?) foi de 0,99 e a eficiéncia de
amplificagdo média (Eff%) da gPCR no DNA plasmidial contendo o segmento alvo foi de 93%
(Figura 1). A curva de dissociacdo (“Curva de Melting”) dos produtos de amplificacdo foi de
aproximadamente 85,8 °C e deu origem a um pico Unico, confirmando a especificidade do ensaio
(Figura 2).

Figura 1- Padronizacdo de gPCR para deteccdo de genoma de circovirus dos patos (DuCV): Curva
Padrdo construida com base na quantidade de copias de DNA de DuCV x Ct obtido na
reacdo de gPCR. Diluices seriadas na base 10 (10* a 10% de plasmidio contendo o
segmento clonado de DuCV foi usado como modelo para construcdo da curva.
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Figura 2 - Padronizacdo de gPCR para deteccdo de genoma de circovirus dos patos (DuCV): B)
Curva de dissociacdo “Curva de Melting” de qPCR a partir de genomas de DuCV
identificados em amostras de tecidos de marrecos de Pequim.

3.2 DETECCAO E QUANTIFICACAO DE DUCV

Os resultados de deteccdo do genoma de DuCV em marrecos de Pequim mostraram que
em 86 aves (89%), das 97 testadas, foi detectado o genoma viral, em ao menos um dos érgdos
coletados (figado, bursa de Fabricius e baco). Em 100% das aves amostradas das regides de
Brusque e Jaragua do Sul, com 2 semanas e 8 semanas de idade, foi detectado o genoma de DuCV,
enquanto que nas matrizes de Araquari, com 22 semanas, foi detectado o genoma viral em 21% das
aves testadas (Tabela 2). Foram testadas um total de 291 amostras de tecidos, sendo 234 (80%)
delas positivas para 0 DUCV. Com relacdo a quantificacdo viral em cada um dos seis grupos
estudados, observou uma variacdo de 5,82x10™ a 3,51x10* de cépias de DNA de DuCV/ml de
amostra de bac¢o, bursa de Fabricius e figado. Matrizes de marrecos de Pequim apresentaram carga
viral significativamente menor quando comparadas aos aviarios integrados e abatedouros (p<0,05)
(Tabela 3). Pode-se afirmar também que aviarios integrados da regido de Brusque com aves de 2
semanas tiveram carga viral menor que aviarios integrados de Jaragud do Sul e abatedouros
(p<0,05). Ndo houve diferenca significativa quanto a quantificacdo viral nos diferentes tecidos
(Bursa de Fabricius, baco e figado) (p>0,05) (Tabela 4).
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Tabela 2- Frequéncia de deteccdo e quantificacdo do genoma de DuCV em marrecos de Pequim, no
estado de Santa Catarina, provenientes de matrizeiros, aviarios integrados e abatedouro.

N° total de amostras

N°Aves  N°aves coletadas N° Quantificagdo  Erro Padréo

Grupos Total com (bago, bursa e figado)  Amostras DuCVv

DuCV positivas (cépias/ml)

Matrizes 14 3 42 8 5,82x10" a 4,18x10%
Aviario 2sem* 6 6 18 10 2,55x10* ab 6,50x10"
Aviario 2sem? 9 9 27 25 3,07x10" b 5,14x10"
Abatedouro® 24 24 72 65 3,08x10" b 3,19x10"
Abatedouro® 21 21 63 60 3,44x10%b 3,20x10"°
Abatedouro® 23 23 69 66 3,51x10% b 3,19x10"

Total 97 86 291 234

*Aviario Integrado de Brusque

ZAviario Integrado de Jaragué do Sul

®Aves abatidas do lote alojado em Brusque

*Aves abatidas do lote alojado em Jaragua do Sul

®Aves de Brusque e Jaragua do Sul com histérico de alta mortalidade e reduc&o no ganho de peso

Tabela 3- Prevaléncia de DUCV nos trés diferentes tecidos (figado, baco e bursa de Fabricius) de
marrecos de Pequim no estado de Santa Catarina

N° total de N° )
) amostras Amostras Figado Orgaos Bursa de
Orgéos (baco, bursa com DuCV Fabricius
e figado) Baco
Matrizes 42 8 3 2 3
Aviario 2sem* 18 10 5 1 4
Aviario 2sem? 27 25 10 8 7
Abatedouro® 72 65 23 20 22
Abatedouro* 63 60 21 18 21
Abatedouro® 69 66 22 22 22
Total 291 234 (80%) 84 71 79

"Avidrio Integrado de Brusque

*Aviério Integrado de Jaragué do Sul

®Aves abatidas do lote alojado em Brusque

*Aves abatidas do lote alojado em Jaragua do Sul

®Aves de Brusque e Jaragua do Sul com histérico de alta mortalidade e reduc&o no ganho de peso
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Tabela 4- Quantificacdo de DuCV nos diferentes tecidos de marrecos de Pequim no estado de Santa
Catarina

) Total de Amostras Quantificacdo de DuCV
Orgaos Testadas (copias/ml) Erro Padrdo
Figado 97 2,97x10™ a 3,10x10"
Baco 97 2,46x10" a 3,09x10™
Bursa de Fabricius 97 2,73x10" a 3,19x10%
Total 291

3.3 ANALISE FILOGENETICA

As amostras amplificadas na qPCR para DuCV, de amostras de tecidos de diferentes
marrecos de Pequim, ap0s terem sido clonadas e sequenciadas foram submetidas a analise
filogenética. A arvore filogenética (Figura 3) foi realizada usando o método Neighboring Joining
mostrando os grupos de virus isolados. As sequencias do presente trabalho agruparam com
sequencias do genotipo 1. Assim, o genétipo de DUCV detectados nessas amostras € do tipo 1.

Figura 3- Arvore filogenética mostrando a relagio da amostra DuCV tipo 1 detectada no
Brasil/Santa Catarina (4) com outras amostras depositadas no GenBank.

Hb 182352 Dudlk cirmonrus isalae DU

Gendtipo 1

Cenotipo 2

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.
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4 DISCUSSAO

Embora a técnica da PCR convencional venha sendo utilizada para deteccdo de DuCV em
patos e marrecos (LI et al., 2014; CHA et al., 2013; ZHANG et al., 2012; WAN et al., 2011a),
alguns estudos relatam a maior sensibilidade da qPCR em rela¢do a PCR convencional (WAN et al.,
2011; FRINGUELLI et al., 2005). InfeccOes e co-infecgbes por DUCV tem sido comuns e
reportadas em patos e marrecos sem nenhuma alteracéo clinica (WANG et al., 2011; ZHANG et al.,
2009). Nesse contexto, a possibilidade de quantificar a carga viral pela técnica de qPCR faz com
que ela seja uma valiosa ferramenta no entendimento dos mecanismos de infeccdo de DuCV. Nesse
estudo, a gPCR permitiu a deteccdo de genomas de DuCV com sensibilidade (até 100
moléculas/reacdo) e eficiéncia elevada (93%) (Figura 1). Além disso, a técnica mostrou ser
altamente especifica, ndo evidenciando picos inespecificos na curva de Melting (Figura 2). Assim, a
gPCR desenvolvida provou ser um instrumento adequado para a detec¢do e quantificacdo de
DuCV.

Desde a primeira descri¢cdo de DuCV em patos da Alemanha (HATTERMANN et al., 2003),
0 virus tem sido detectado em patos e marrecos de diversas localidades do mundo como Hungria,
Taiwan, Estados Unidos, China, Coreia do Sul e Polonia (MATCZUK et al., 2015; CHA et al.,
2014; CHA et al., 2013; WANG et al., 2011; ZHANG et al., 2009; BANDA et al., 2007; CHEN et
al., 2006; FRINGUELLI et al., 2005). Em algumas regies, o DuUCV ¢ altamente prevalente como
na Hungria (84%) (FRINGUELLI et al., 2005) e China (81,63%) (WAN et al., 2011; LIU et al.,
2009; JIANG et al., 2009; ZHANG et al., 2009). O presente trabalho é o primeiro estudo a detectar
DuCV em marrecos de Pequim no Brasil e, embora o estudo tenha sido realizado em apenas trés
regibes do estado de Santa Catarina (Araquari, Brusque e Jaragua do Sul), pode-se inferir alta
disseminacdo diante dos 84% (86/97) de positividade para DuCV dos marrecos de Pequim
amostrados nessas regides (Tabela 2) e de 80% (234/291) de positividade do total de amostras de
tecidos analisadas (Tabela 3). Resultado esse semelhante ao encontrado nas regides da Hungria e
China.

Nesse contexto, é de suma importancia reconhecer que DUCV esta presente e altamente
prevalente nas criacdes de marrecos de Santa Catarina, para que medidas de biosseguridade sejam
incorporadas e melhorias no manejo de criagdo das aves sejam priorizadas. Fato esse que pode ser
analisado quando se compara os resultados de quantificagdo do DNA de DuCV nos grupos
estudados nesse trabalho. A quantificacdo viral em cada um dos seis grupos estudados mostrou uma
variacdo de 5,82x10" a 3,51x10™ de cdpias de DNA de DuCV/ml nas amostra de baco, bursa de

Fabricius e figado. As amostras de tecidos dos marrecos entre 2 e 8 semanas de idade continham
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aproximadamente, mais de 10* cépias de DNA de DuCV/ml detectadas, enquanto as matrizes
tiveram menor carga viral (Tabela 2). Semelhante a esse estudo, Fringuelli et al.2005, detectou mais
de 10*2 copias de DNA de DuCV/ml em amostras de bursa de Fabricius de marrecos acima de 5
semanas em aviarios da Hungria, porém eles ndo avaliaram matrizes.

A menor quantificacdo viral em matrizes parece estar aliada as melhores condigdes de
biosseguridade quando comparados aos aviarios integrados. Em matrizes, observa-se reducdo do
fluxo de pessoas, maior tempo de criacdo das aves (75 semanas em média), melhor estrutura e
manejo e também a separacdo de aves de diferentes idades dentro de um mesmo aviario. Na saida
das aves, ocorrem lavagem e desinfec¢do total, com vazio sanitario de aproximadamente 30 dias,
bem como a troca da cama de aviario. Em aviarios integrados, o controle do fluxo de pessoas nao é
rigoroso, sendo observada entrada constante de pessoas que ndo estavam ligadas ao processo de
producdo. Pode-se enfatizar também o periodo curto de 8 semanas de producdo, com saida das aves
sem a troca total da cama e vazio sanitario de 10 dias em média, bem como a mistura de aves de
diferentes idades nos aviarios.

Com relacdo a possivel via de transmissdo do DuCV, pode-se sugerir pela baixa deteccéo e
carga viral em marrecos de matrizeiros, que as aves podem ter se infectado nos aviarios integrados
no decorrer da criagdo e assim permanecerem até o momento do abate. Embora os dados nao
tenham sido estatisticamente diferentes, observa-se uma tendéncia de aumento da carga viral nas
aves de abatedouros (8 semanas) comparadas as de aviarios integrados (2 semanas). Esse dado pode
sugerir a resisténcia do virus em se manter no ambiente e se multiplicar no decorrer do processo de
producdo ou, ainda, a possivel susceptibilidade das aves mais velhas, ja que estudos relatam que
patos e marrecos acima de 4 semanas sdo mais sensiveis ao DUCV (WAN et al., 2011; ZHANG et
al., 2009) e também demonstraram cargas virais mais elevadas (FRINGUELLI et al., 2005).

As amostras de tecidos (baco, bursa e figado) analisadas, em sua maioria, foram
provenientes de marrecos clinicamente saudaveis, com excecao do grupo de marrecos abatidos com
historico de alta mortalidade nas primeiras semanas e reducdo no ganho de peso. A manifestacao
subclinica é sugerida como a forma mais comum de infeccdo pelos circovirus, porém doencas
concomitantes foram documentadas como consequéncia do comprometimento da resposta imune
causada pelo DuCV (WAN et al., 2011; BANDA et al., 2007; FRINGUELLLI et al., 2005). Autores
detectaram o DuCV em 21,8% (32/147) das amostras de bursa de Fabricius e figado de marrecos de
Pequim sem sinais clinicos na Coréia do Sul (CHA et al., 2014). Outro estudo indicou que a maioria
dos marrecos positivos para DuCV nédo exibiam anormalidades clinicas aparentes (WAN et al.,

2011), sendo o mesmo observado nesse trabalho.
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Em contrapartida, sabe-se que DuCV pode predispor ao acometimento por outras doencas,
como virus da hepatite dos patos (DHV), Salmonelas, Riemerella antipestifer, Pasteurella
multocida e Staphilococcus aureus (CHA et al., 2014; ZHANG et al., 2009; BANDA et al., 2007,
SOIKE et al., 2004). FRINGUELLI et al. (2005) isolou diversos agentes concomitantes com DuCV
em marrecos de Pequim da Hungria, como enterites, pasteureloses, colibaciloses, streptococosis,
pneumonias e pericardites. DUCV ja foi detectado em patos com desordens de crescimento, pobre
condicéo corporal e baixo peso na China (ZHANG et al., 2012). Nos Estados Unidos, marrecos de
Pequim positivos para DuCV apresentaram baixo desenvolvimento corporal, deformidades de
pernas e artrites (BANDA et al., 2007).

Interessante destacar que, mesmo ndo havendo diferenca estatistica entre a carga viral do
grupo de marrecos com histérico de alta mortalidade e reducdo de ganho de peso e os demais
grupos, os dados absolutos sugerem maior quantificagdo viral em tecidos de marrecos com esse
histdrico (Tabela 2). Assim, embora ndo se possa afirmar que o aumento de mortalidade e o baixo
ganho de peso estejam relacionados a infeccdo por DuCV, ou seja, ndo se pode afirmar uma
correlagéo entre altas cargas do virus e efeitos clinicos nesses marrecos, estes animais apresentaram
uma quantificacdo viral numericamente mais alta que os demais grupos. Também, ao estabelecer
mudancas na estrutura desses aviarios, limpeza e desinfecgdo total dos mesmos, seguidos da total
troca de cama e sistema all in all out (todos dentro todos fora), o quadro de alta mortalidade e baixo
ganho de peso foi revertido nos lotes alojados posteriormente.

Conforme mencionado, DuUCV esté relacionado a formas subclinicas, mas também facilita
infeccBes concomitantes, logo, nas aves com histérico, também podemos supor que outro agente
pode estar presente causando efeitos clinicos, debilitando as aves, e nesse estado mais fragil do
animal, o DuCV pode se replicar mais facilmente. Vale salientar que, conforme os resultados, 0s
lotes alojados posteriormente nos mesmos aviarios também foram positivos para DuCV, porém nao
apresentaram mortalidades nas primeiras semanas ou qualquer outra alteracdo clinica. Os fatores
que interferem no curso e resultado da infeccdo sdo desconhecidos, porém alguns autores tém
sugerido a presenca de outros patdégenos como potenciais interferéncias na infeccdo (WOOQODS e
LATIMER, 2008; MCNULTY e TODD, 2008; FRINGUELLI et al., 2005; SOIKE et al., 2004).
Assim, tais observagfes nos permitem sugerir que a melhora na estrutura dos aviarios e manejo das
aves contribuiu para que 0s prejuizos de produgdo e/ou o potencial imunossupressor do DuCV
tenham sido amenizados.

Com relacdo a deteccdo e quantificacdo viral nos diferentes 6rgdos analisados, ndo houve

diferenca estatistica significativa (Tabela 4), sugerindo que é possivel detectar DUCV em bursa de
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Fabricius, baco e figado de marrecos de Pequim. N&o existem relatos que comparem a carga viral
nos diferentes tecidos de patos e marrecos, entretanto, através das técnicas de PCR e qPCR, o0s
autores tém detectado o DuCV nos mesmos tecidos utilizados no presente estudo, sugerindo esses
como tecidos de elei¢do para diagnostico do virus (CHA et al., 2013; WAN et al., 2011; ZHANG et
al., 2012; WANG et al., 2011; FRINGUELLI et al., 2005; HATTERMANN et al., 2003).

Até 0 momento, dois gen6tipos DuCV: DuCV1 e DuCV2 foram identificados com base
nas analises do gene do capsideo e das sequéncia genémicas de amostras de tecidos de marrecos de
Pequim de diferentes regides da China entre os anos de 2008 e 2010 (ZHANG et al., 2013). Outros
autores demonstraram que DuCV pode ser dividido em 2 grupos: grupo 1 (linhagem Euro-USA) e
grupo 2 (linhagem Taiwan), com aproximadamente 10% de diferencas gendmicas entre 0s dois
tipos. Eles sugerem que ndo ha diferencas ébvias entre as estirpes de DuCV isolados a partir de
diferentes localizacGes geograficas ou de espécies diferentes de patos e marrecos (WAN et al.,
2011). As amostras positivas sequenciadas no presente estudo foram caracterizadas como genotipo
tipo 1, baseado em compara¢fes com amostras depositadas no GenBank (Figura 3). O genétipo tipo
1 foi prevalente em estudos realizados com amostras positivas de DuCV na Coreia do Sul (CHA et
al., 2013) entre os anos de 2011 e 2012, na regido da China entre os anos de 2008 e 2010 (WANG
etal., 2011) e na Pol6nia em 2015 (MATCZUK et al., 2015) . Observa-se, portanto, que o genétipo
tipo 1 do DuCV tem sido prevalente nas regides acima citadas, € que 0 mesmo gendtipo também
possa estar prevalente no estado de Santa Catarina.

O presente trabalho serve de alerta para as autoridades e médicos veterinarios de que o virus
estd presente no estado de Santa Catarina e podera acarretar perdas econémicas nas criagdes, frente
as consequéncias de seu potencial imunossupressor, principalmente devido as infeccGes
concomitantes. Mais estudos devem ser realizados para melhor elucidar os aspectos
epidemioldgicos e patogénicos do DuCV.
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3 CONCLUSOES

O virus CAV e AGV2 ndo estdo presentes nas criacGes de marrecos de Pequim no estado de
Santa Catarina.

O virus DuCV esté presente em tecidos de marrecos de Pequim no estado de Santa Catarina.
Com base na menor carga viral encontrada em aviarios matrizes de marrecos de Pequim,
pode-se concluir que o manejo adequado e a adogdo de praticas de biosseguridade nesses
aviarios influenciam na quantificacdo de DuCV.

Baco, bursa de Fabricius e figado sdo tecidos de elei¢cdo para o diagnéstico de DuCV em
marrecos de Pequim.

Estima-se uma carga viral aproximadamente superior a 10'* cépias de DNA de DuCV/ml
em amostras de bacgo, bursa de Fabricius e figado em marrecos de Pequim entre 2 e 8
semanas de idade nas regides de Brusque e Jaragué do Sul/SC.

Com base no sequenciamento e caracterizacdo molecular das amostras de tecidos de
marrecos de Pequim pode-se concluir que o genétipo presente nas amostras no estado de

Santa Catarina é do tipo 1.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo ndo detectou CAV e AGV2 nas criagdes de marrecos de Pequim no
estado de Santa Catarina, em contrapartida a alta prevaléncia de DuCV reportada é preocupante
frente as perspectivas de crescimento das producBes na regido. Assim como nas criagfes de
galinhas, em resposta a alta demanda de mercado, a intensificacdo dos processos de producdo abriu
portas para diversos agentes imunossupressores causadores de prejuizos na industria (como o virus
da anemia infecciosa das galinhas- CAV), o virus DuCV também poderé ser causador de grandes
perdas na producédo de patos e marrecos.

Os resultados de deteccdo de DuCV em criagcfes de marrecos de Pequim no estado de Santa
Catarina sugerem que a adocao de medidas de biosseguridade e o correto manejo nos aviarios
podem contribuir para a reducdo dos impactos do virus, principalmente quanto ao aspecto
imunossupressor, que fragiliza as aves propiciando co-infec¢bes. Assim, faz-se necessario maior
rigor quanto a adocdo de medidas de biosseguridade e melhorias constantes no manejo de criacdes
marrecos de Pequim. Em resumo, as criagdes de marrecos necessitam de atencdo sanitaria assim
como é dada as criagbes de galinhas na regido catarinense, pois, além de albergarem virus que
comprometem os resultados das indudstrias de patos e marrecos da regido, podem ser reservatorios
para outros agentes de importancia na avicultura.

Esse estudo foi o primeiro a reportar DUCV no Brasil, porém é patente reconhecer a escassez
de pesquisas sanitarias em marrecos de Pequim. Por isso, faz-se necessario a continuidade desse
estudo visando a melhor compreensao da patogenia e dos aspectos epidemiolégicos de DuCV, bem
como estudos sobre sanidade de marrecos de uma maneira geral. Desta forma, programas de
prevencao e controle de agentes poderdo ser elaborados com critérios e embasamentos cientificos

nas producgoes.





