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RESUMO

O virus da anemia das galinhas (CAV) pode causar imunodepressdo em galinhas de
todas as idades e doenca nos frangos jovens, a qual é caracterizada por severa
anemia, atrofia da medula 6ssea e hemorragias. A doenca clinica é rara hoje, porém a
forma subclinica é freqiientemente encontrada em criagcBes comerciais e resulta num
consideravel decréscimo do desempenho. O CAV apresenta variabilidade genética,
entretanto, em relacdo as amostras brasileiras do CAV, pouco ou quase nada desta
variabilidade é conhecida. O presente trabalho descreve um protocolo de Nested-
PCR para a deteccdo do CAV diretamente de amostras clinicas e analisa
filogeneticamente as sequéncias nucleotidicas das amostras positivas buscando
verificar se a patologia apresentada por estas estd relacionada com a variabilidade
genética. Para a extracdo de DNA, o método baseado em tiocianato de guanidina
mostrou-se mais eficiente e pratico de executar que os demais testados. Foi
selecionado um par de primers que amplifica uma regido de 664 pb do gene vpl e
outro par que amplifica uma regido interna de 539 pb para a realizagéo da Nested-
PCR. A especificidade dos primers foi avaliada utilizando amostras de lotes
controlados para CAV e 30 diferentes isolados de virus e bactérias causadoras de
doengas em galinhas, as quais ndo geraram produto de amplificacdo. A sensibilidade
foi determinada a partir de diluigdes seriadas da vacina comercial para o CAV. A
Nested-PCR mostrou ser mais sensivel do que a PCR e foi capaz de detectar 0,16
DICCsqq, da cepa vacinal. Além disso, a Nested-PCR detectou DNA viral em tecidos,
soro e cama aviaria de lotes com e sem sintomas clinicos. O produto de amplificacéo
de 539 pb do gene vpl de 44 amostras, provenientes de diferentes Estados produtores
de frangos do Brasil, foi seqlienciado e foram encontradas 10 novas seqiiéncias
nucleotidicas do CAV. Estas 10 sequéncias nucleotidicas foram analisadas
filogeneticamente pelo método de distancia neighbour joining com 1000 replicacfes
o qual, mostrou que ndo houve correlagéo entre a patogenia apresentada nos animais
e 0S grupos genéticos. Estas sequéncias nucleotidicas também foram comparadas
com 30 cepas de CAV isoladas em outros paises e ndo foi observada correlagdo entre
a distribuicdo geografica e a variabilidade genética. Substituicbes de amino acidos
foram observadas em 9 posicdes sendo que, ®°R substituindo o residuo Q e *F
substituindo o residuo Y ainda ndo haviam sido observadas. Conclui-se que, como
técnica de deteccdo do CAV, o protocolo de Nested-PCR aqui descrito é mais
sensivel e menos trabalhoso do que o isolamento viral. As amostras Brasileiras de
CAV possuem caracteristicas filogenéticas similares as isoladas em outros paises.



ABSTRACT

Chicken anemia virus (CAV) can cause immunosuppression in all birds and a
disease in young chickens, characterized by severe anemia, bone marrow atrophy
and hemorrhages. The clinical disease is rare today, but the subclinal form is
frequently found in commercial flocks and result in measurably decreased
performance. The genetic variability among the CAV was reported, but little is know
about the Brazilian CAV samples. The present work reports a Nested-PCR protocol
for detection of CAV directly from clinical specime. A phylogenic analysis of the
nucleotide sequence obtained from the positive samples was carried out in order to
evaluate if there was any relationship between the pathology of theses samples and
the genetic variability. For DNA extraction, a method based on guanidine
thiocyanate was found more sensitive and practical than other extraction protocols
tested. The initial pair of primers used in the PCR assay targeted a 664 bp fragment
on the vpl gene. The primers for the Nested-PCR assay targeted an internal
fragment of 539 bp. The specificity of the primers was evaluated with samples of
CAV from controlled flocks and 30 different viruses and bacteria isolated from
chickens and those did not give rise to any amplification product. The sensitivity of
the Nested-PCR was determined on serial dilutions of a CAV comertcial vaccine. The
Nested-PCR assay showed to be more sensitive than a one step PCR assay and was
able to detect 0.16 TCIDsqq, Of the vaccine strain. In addition, the protocol employed
here detected viral DNA from tissues, sera and litter from flocks with or without
clinical symptoms. The 539 bp of vpl gene amplification products from the 44 field
samples, deriving from different Brazilian geografic regions were sequenced and 10
new nucleotide sequences of CAV were found. These were analysed phylogenetic
using maximum neighbour-joining distance methods, with 1000 bootstrap
replications and did not show correlations between CAV pathology pattern and
genetic groups. Also, these sequences were analysed together with 30 CAV
sequences isolated in other countries and it was not observed correlation between
geographical distribuition and genetic variability. Amino acid substitutions were
detected at 9 positions of the Brazilian sequences and two of them were not observed
before, ®R replacing the Q residue and *®F replacing Y residue. It is concluded that
the Nested-PCR protocol described here is more sensitive and less cumbersome than
virus isolation as a diagnostic technique for detection of CAV. Brazilian samples had
similar phylogenetic characteristics to CAV isolated elsewhere.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Nas ultimas décadas, a avicultura brasileira ingressou em uma fase de
expansao, resultante da incorporacdo de um avangado aporte tecnologico no que se
refere & sanidade, genética, nutricio e manejo, consolidando-se como uma das
atividades mais dinamicas dentro do complexo agroindustrial do Pais.

O setor avicola absorve uma porcentagem expressiva da produ¢do nacional de
graos, possibilita o desenvolvimento de novas regides, proporciona o aumento da
producdo agricola, favorece a fixacdo do agricultor no campo e, conseqiientemente,
impulsiona o desenvolvimento interno do pais.

A carne de frango ¢ considerada mais saudavel do que a carne vermelha, pois
contém menos gordura saturada, a qual ¢ apontada como responsavel por problemas
cardiacos. Seu consumo triplicou nos ultimos 20 anos e, hoje, responde por 30% do
consumo mundial, sendo a carne mais consumida (BIEGAI, 2004). A preferéncia
pelas carnes brancas fez com que as empresas brasileiras exportadoras de carne de
frango conquistassem novos mercados, gerando empregos e riquezas para o Pais.

Segundo a Associagdo Brasileira de Exportadores de Frango (ABEF, 2004) o
Brasil ¢ hoje o terceiro maior produtor mundial de carne de frango. A produgdo
brasileira deste tipo de carne vem encontrando suporte para forte crescimento,
ancorado sobre a elevacdo da demanda, tanto do consumo interno como das
exportagdes (BIEGAI, 2004). Dados ainda preliminares indicam que em 2004 o
Brasil assumice a lideranga mundial na exportagdo de carne de frango e passou a
responder por quase 40% do mercado internacional do produto. H& perspectivas que
em 2005 as exportacdes aumentem de 10% a 15% em relacdo a 2004, consolidando o
Brasil como o maior exportador mundial de carne de frango (ASGAV, 2004;
DESOUZART, 2004). A cadeia produtiva avicola brasileira contribui com 2% do
Produto Interno Bruto (PIB), movimentando cerca de 10 bilhdes de doélares
anualmente (MENDES, 2004).

No Rio Grande do Sul, a avicultura ¢ responsavel por cerca de 45 mil
empregos diretos e 800 mil indiretos e constitui uma importante fonte de renda para

8,5 mil mini e pequenos produtores integrados (ASGAV, 2004).
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Todavia, em funcdo das modificagdes ocorridas no processo de criagdo em
escala industrial, a ocorréncia de agentes infecciosos tornou-se mais freqiiente, o que
gerou a necessidade de pesquisas que objetivem a detec¢do e identificacdo dos
patdgenos presentes nestas criagdes, dentre eles o virus da anemia das galinhas.

A denominagdo chicken anemia agent (CAA) persistiu por muitos anos.
Entretanto, apds a caracterizacao morfologica e bioquimica (GELDERBLOM et al.,
1989; McNULTY et al., 1990; TODD et al., 1990) foi denominado de virus da
anemia das galinhas — CAV (chicken anemia virus) ou, virus da anemia infecciosa
das galinhas — CIAV (chicken infectious anemia virus) (GELDERBLOM et al.,
1989; NOTERBORN et al., 1991). O Comité Internacional de Taxonomia dos Virus
adotou a denominagdo CAV, porém ambas (CAV e CIAV) sdo encontradas na
literatura.

O CAV foi isolado pela primeira vez no Japao (YUASA et al., 1979) e, desde
entdo, sua presenca tem sido descrita em quase todos os paises com produgao avicola
(SCHAT, 2003), sendo que, no Brasil, seu isolamento inicial ocorreu em 1991 por
Brentano et al. (1991).

Atualmente, sdo conhecidos quatro membros da familia Circoviridae: o virus
da anemia das galinhas (MURPHY, 1996; PRINGLE, 1999), o virus da doenga das
penas e bicos de psitacideos (BFDV - BASSAMI et al., 1998; NIAGRO et al., 1998;
ROY et al., 2003), o circovirus suino (PCV; MEEHAN et al., 1997; MEEHAN et al.,
1998) e o virus TT (TTV) dos humanos. Este ultimo tem sido identificado em
doadores de sangue, sendo descrito como o primeiro circovirus humano identificado
(MIYATA et al., 1999). PCV e BFDV pertencem ao género Circovirus, do qual o
CAV fazia parte. O CAV difere dos Circovirus de suinos e de psitacideos na
antigenicidade, no genoma e no modo de replicacdo, sendo classificado como tnico
membro do género gyrovirus (PRINGLE, 1999).

O virion do CAV nao possui envelope e apresenta simetria icosaédrica com
didmetro de 25 nm (NOTEBORN et al.,, 1991). Seu genoma consiste de DNA
circular fita simples com aproximadamente 2,3 kb, composto por uma regido 5’ ndo
transcrita que contém a atividade promotora e trés regides codificadoras sobrepostas
transcritas em um Unico mRNA fita simples. Trés proteinas sdo traduzidas usando
um sitio de inicia¢do alternativo (NOTEBORN et al., 1994b). A VPI1 com 51,6 kDa ¢
uma proteina encontrada no capsideo com fungao estrutural (NOTEBORN & KOCH,
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1995) e, juntamente com VP2, ¢ capaz de induzir a formacdo de anticorpos
neutralizantes. A VP2, com 24,0 kDa, além de servir como modelo estrutural
(scaffolding) para a VP1, tem atividade de fosfatase e, acredita-se que também
participe da indugdo de apoptose celular (NOTEBORN, 2004). A VP3, com 13,6
kDa, também chamada apoptina, induz apoptose celular, exercendo importante
fungdo na patogenia do CAV, pois sua agdo resulta na deplecao de linfocitos T e
conseqiiente imunodepressao (NOTERBORN et al., 1994a).

A doenga ¢ caracterizada por severa anemia, hemorragias, aplasia de medula
Ossea, retardo no crescimento, mortalidade de 10% a 20% (a qual pode chegar até
60%), atrofia generalizada de orgdos linfoides, imudepressio (SCHAT, 2003) e
conseqiiente aparecimento de infecg¢des secundarias e oportunistas (CLOUD et al.,
1992a, CLOUD et al., 1992b; 1993; MILES, et al., 2001). O desenvolvimento das
lesdes esta relacionado com a necessidade do CAV em dividir as células durante a
sua replicacdo. Estudos sugerem que os hemocitoblastos na medula Ossea e os
precursores de linfocitos T no timo sdo os principais alvos para a infec¢do do virus.
Sua destruicdo resulta em severa deplecdo de células mieldides e linfoides,
resultando no surgimento da anemia, que é a caracteristica principal da doenca
(SMYTH et al., 1993). Os hemocitoblastos, dentre outras células, ddo origem aos
trombocitos, e a reducdo desses estd, provavelmente, relacionada com o aumento das
hemorragias intramusculares (McNULTY, 1991). Células B e suas precursoras ndo
sdo suscetiveis a infec¢cdo pelo CAV (ADAIR, 2000).

A infeccao do CAV manifesta-se na forma clinica e subclinica, sendo que
ambas sdo responsaveis por perdas economicas. A doenga clinica ¢ dependente da
idade de exposicdo ao virus, da presenca de anticorpos neutralizantes e da presenca
de infecgdes secundarias. Estudos indicam que variagcdes genéticas entre as cepas do
CAYV também interferem na patogenia do virus (SCOTT et al., 1999; YAMAGUCHI
et al., 2001). A capacidade das linhagens de CAV induzir doenga clinica esta
associada a capacidade destas infectarem e destruirem células na medula dssea
(McKENNA et al., 2003). A habilidade de o sistema imune produzir anticorpos
neutralizantes ¢ controlada por um fator que impede a replicacdo viral antes do
desenvolvimento das lesdes. Galinhas imunologicamente maduras produzem
anticorpos de maneira oportuna, depois da infec¢do com o CAV, prevenindo o

desenvolvimento das lesdes (HU et al., 1993, apud MILLER & SCHAT, 2004). Aves
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em todas as idades sdo suscetiveis a infeccdo sendo que, os sinais clinicos
manifestam-se quando esta acontecer nos primeiros dias de vida. Porém, aves com
mais de 3 semanas de vida podem desenvolver lesdes ou viremia persistente, quando
o0 sistema imune ¢ comprometido por outros patdogenos como por exemplo, reovirus,
virus da doenca da bolsa de Fabricius ou virus da doenga de Marek. Nestes casos,
ocorre destruicao de linfocitos B, dificultando uma resposta imune efetiva contra o
CAV (TODD, 2004).

A infecgdo subclinica geralmente ocorre em aves adultas, sendo esta a forma
mais freqiiente da doenca. Todd (2004) relatou que apesar dos sintomas clinicos nao
terem sido induzidos, foram observadas lesdes histologicas no timo de aves livres de
patdgenos especificos (SPF) inoculadas experimentalmente com 3 semanas de idade,
sugerindo que a funcdo das células T ¢ afetada também na anemia subclinica. Em
decorréncia do comprometimento do sistema imune das aves, as infeccgdes
secundarias e oportunistas sao potencializadas bem como, o decréscimo consideravel
na prote¢do conferida pelas vacinas. Além disso, a infec¢do pode causar perdas
econdmicas significativas como resultado do retardo no crescimento e aumento das
condenacdes no abate (McNULTY et al., 1991; McLLROY et al., 1992; SOMMER
& CARDONA, 2003).

McLlroy et al. (1992) relataram os efeitos economicos da forma clinica da
doenca sobre a produtividade dos frangos de corte, concluindo que, nos lotes
infectados, o rendimento foi 17% menor e a média de peso foi 3,3% menor que nos
lotes ndo infectados e a mortalidade média foi de 2% maior nos lotes infectados pelo
CAV. McNulty et al. (1991) demonstraram que o efeito econdmico da forma
subclinica da anemia infecciosa das galinhas em frangos de corte foi 13% menor no
rendimento e 2,5% menor no peso médio das aves, quando comparados lotes
afetados com lotes nao afetados pelo virus.

A transmissdo do CAV pode se dar horizontalmente, por via oral de aves
infectadas para aves suscetiveis (YUASA et al., 1980), ou verticalmente, da matriz
para os ovos (CHETTLE et al., 1989). Davidson et al. (2004) descreveram que
ambas as formas de transmissao foram responsaveis por perdas econdmicas.

As matrizes infectadas durante o periodo de reprodu¢do, ndo demonstram

sinais clinicos, nem alteragdes na postura, fertilidade dos ovos e viabilidade
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embrionaria (BRENTANO et al., 2000). Até o momento, as galinhas parecem ser o
unico hospedeiro do virus (TODD, 2004).

Um estudo de prevaléncia realizado no Brasil, englobando estados de
produgdo comercial intensiva (RS, SC, PR, SP, MG, PE, PB e CE), indicou que 92%
das matrizes pesadas testadas apresentaram anticorpos contra o0 CAV, demonstrando
com isso a alta prevaléncia desse virus na avicultura industrial brasileira
(BENTRANO et al., 2000). Provavelmente isso seja reflexo da elevada resisténcia
deste virus a grande maioria dos tratamentos normalmente empregados, inclusive a
fumigagdo com formol, usada em larga escala nas empresas avicolas. Este tratamento
ndo tem capacidade de inativar completamente o CAV, permitindo que o mesmo

persista por um longo periodo nas instalagdes (SCHAT, 2003).

Outro levantamento feito no Brasil, analisando 64 lotes de matrizes de corte
nao vacinadas (1439 soros) e 12 lotes de aves vacinadas (270 soros) demonstrou que
a prevaléncia de matrizes pesadas com anticorpos para o CAV, na Regido Sul do
Brasil, foi de 89%. Verificou também que 100% dos lotes de matrizes analisados
tiveram pelo menos uma ave soro positiva reforcando a alta prevaléncia e
distribui¢do do virus no Brasil (CANAL et al., 2004).

Para imuniza¢do de matrizes pesadas, vem sendo utilizada uma vacina
atenuada. Este manejo ¢ usado como forma de controle da forma clinica da doenca
na sua progénie, uma vez que se baseia na transferéncia de imunidade passiva para a
progénie. Até pouco tempo acreditava-se que a doenga podia ser controlada, desde
que as matrizes desenvolvessem imunidade adequada, mediada por anticorpos
neutralizantes, antes do inicio do periodo de postura. Desta maneira, as matrizes
transfeririam para o ovo anticorpos em niveis suficientes para prevenir a infec¢ao da
progénie no periodo suscetivel, reduzindo assim a ocorréncia de surtos da doenca.
Porém, estudos recentes indicam que a imunidade humoral nao previne a transmissao
vertical. Este modelo, proposto primeiramente por Cardona et al. (2000) sugere que o
virus pode persistir em tecidos reprodutivos por longos periodos mesmo depois de ter
havido a soroconversdo. A deteccdo do virus em embrides provindos de matrizes
com anticorpos para o CAV indicou que o mesmo pode ser transmitido verticalmente
de matrizes imunocompetentes. Miller et al. (2003) e Brentano et al. (2005)
demonstraram que matrizes com altos titulos de anticorpos para CAV transmitem

verticalmente o DNA do CAV e que o virus pode permanecer latente em lotes de
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criagdes comerciais. Entretanto, ainda nao se sabe se o0 DNA ¢ transferido como
particula viral infectiva capaz de induzir doenga clinica na progénie. Sommer &
Cardona (2003) também sugeriram que o virus latente pode estar presente em
frangos de corte com anticorpos maternos para o CAV. Neste caso, o potencial de
laténcia pode ter conseqiiéncias importantes no controle da doenca em lotes de
criagdes comerciais. Estes achados indicam o estabelecimento de laténcia do CAV
no trato reprodutivo destes animais ou, alternativamente, uma baixa replica¢do viral
que impediria a resposta imune.

O RNA viral estd presente somente durante alguns dias do desenvolvimento
embrionario, os quais correspondem aos dias do desenvolvimento de O6rgaos
reprodutivos primarios e secundarios. Porém, ndo se sabe ainda se proteinas virais
sdo produzidas neste periodo. Durante a laténcia ou em exposi¢cdes com baixas doses
virais, a atividade transcricional do CAV pode ser ativada num estagio especifico do
desenvolvimento embrionario, permanecendo no estado quiescente depois da
formacao inicial destes 6rgaos e sendo reativados durante a maturidade reprodutiva.
Este modelo pode explicar a ocorréncia da soroconversdo na maturidade reprodutiva
em lotes SPF (MILLER & SCHAT, 2004).

Recentemente foi demonstrado que o promotor génico do CAV possui uma
forte expressao basal em vérios tipos de células. A regido promotora ¢ formada por
quatro ou cinco repeti¢cdes diretas em tandem (DR) contendo um inserto de 12 pb
depois das duas primeiras DRs, indispensdvel para uma replicagdo eficiente
(NOTEBORN et al., 1991; NOTEBORN et al., 1994b). A regulacao da transcri¢ao ¢
complexa e consiste na interagdo da regulacdo positiva e negativa, as quais podem
ser influenciadas in vivo por mudangas sutis no equilibrio hormonal (MILLER &
SCHAT, 2004). Em casos de baixa quantidade de amostras de DNA viral, a
transcrigdo do CAV ¢ controlada pela presenca de receptores nucleares ativos que
agem como indutores ou repressores da transcricdo. Mudangas no equilibrio entre
repressores e indutores podem induzir a reativagdo da replicacdo viral, havendo
soroconversao ¢ formacao de anticorpos neutralizantes, os quais servem como sinal
para término da replicacdo (van SATEN et al., 2004). Um mecanismo de controle da
transcri¢ao similar foi demonstrado para outros promotores virais como por exemplo

0 SV40 (MILER & SCHAT, 2004).
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Estudos sorologicos demonstram a existéncia de isolados de CAV com
implicagdes clinicas similares, mas antigenicamente distintos. Embora estas
diferengas afetem o tropismo celular in vitro (SPACKMAN et al., 2002a;
SPACKMAN et al., 2002b), até o momento todos os isolados pertencem a um tnico
sorotipo (SCHAT, 2003). Renshaw et al. (1996) ao identificar a regido hipervariavel
da VP1, sugeriu que algumas mudancgas nesta regido poderiam influenciar o aumento
da replicagdo viral e a propagacdo em células. Alteragcdes em alguns aminodcidos
desta proteina provocam atenuagdo das linhagens de CAV (TODD et al., 2002), as
quais provavelmente estejam envolvidas na indugdo da doenga subclinica. Multiplas
passagens do CAV em cultura celular podem induzir a atenuacao de algumas cepas,
como indicado através da redugdo da patogenia, decorrentes da substitui¢do de um
aminoacido nas posi¢des 89 (SCOTT et al., 1999) e 394 (YAMAGUCHI et al., 2001)
da VPI1. Estudos preliminares indicam que algumas linhagens de galinhas as quais
diferem em algumas caracteristicas genéticas, também estdo envolvidas na
suscetibilidade do CAV em induzir a doenca (ADAIR, 2000).

O diagnostico da infeccdo pelo CAV ¢ feito através do isolamento do virus,
da deteccdo de anticorpos ou ainda, pela amplificagdo de genes especificos. A
possibilidade de isolar e cultivar os patogenos microbianos in vitro representou um
dos maiores triunfos do diagnostico, mas apesar de seu valor, possui algumas
limitagdes. O tempo requerido para o cultivo normalmente varia de dias a semanas e
testes definitivos podem ser realizados somente apds sub-cultivos, o que introduz
uma perda de tempo adicional. O crescimento em meio artificial por si s resulta de
uma pressao de selecdo que nem todos os microrganismos sao capazes de ultrapassar.
Além disso, algumas cepas do CAV ndo replicam em cultura celular devido a
diferengas genéticas (ISLAM et al.,, 2002), podendo gerar resultados falsos
negativos.

A detec¢do de anticorpos pode ser feita através de testes de ELISA, virus
neutralizacdo (VN) e imunoflorescéncia indireta (IFA) (SCHAT, 2003). No entanto,
a necessidade da continua passagem do virus em cultivo celular e a dificuldade na
interpretagdo dos resultados, torna estes testes muito trabalhosos para serem
utilizados em amplos estudos sorologicos. A VN € uma técnica bastante sensivel para
detectar anticorpos. Porém, ¢ uma técnica cara e os resultados demoram em torno de

3 semanas para serem obtidos, inviabilizando seu uso em estudos mais extensos
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(SCHAT, 2003). Devido a possibilidade de automacao do ELISA, algumas
avaliagdes foram desenvolvidas e apresentaram uma boa correlagdo com os testes
padroes de IFA e VN (TODD et al., 1990; LAMICHHANE et al., 1992). Desde
entdo, esta técnica vem sendo preconizada para diagnostico soroldgico da anemia
infecciosa das galinhas.

As técnicas de diagnostico baseadas em biologia molecular constituem uma
avancada e promissora ferramenta para deteccdo de patdogenos. A amplificagdo de
acidos nucléicos ndo ¢ limitada pela capacidade do organismo crescer em cultura.
Além disso, a caracterizacdo do amplicom pode prover importantes informagdes
epidemiologicas e evolutivas dos patdogenos. Assim, testes de diagnostico para
deteccio do CAV por PCR (Reacdo em Cadeia pela Polimerase) vem sendo
descritos.

Todd et al. (1992) descreveram a deteccdo do DNA do CAV por PCR a partir
de 14 isolados originarios de sete paises. O fragmento amplificado compreendia 675
pb do gene que codifica para a VP1 e foi submetido a uma andlise de restricdo
enzimdtica. Foi observado que os isolados de diferentes paises geralmente
apresentavam sitios de restricdo enzimatica distintos. Tham & Stanislawek (1992)
investigaram a presenca do CAV em sete casos com suspeita de anemia através do
isolamento viral e amplificagdo do DNA em tecidos e soro. Cinco amostras de DNA
extraido de tecidos foram positivas na PCR, porém o isolamento foi possivel em
somente 4 casos. Imai et al. (1998) desenvolveram uma Nested-PCR (PCR que visa
amplificar um fragmento interno a partir de um produto ja amplificado) que
demonstrou ser até¢ 100 vezes mais sensivel que a PCR, o que permitiu a
amplificagdo do DNA do CAV em tecidos fixados ou ndo em formalina. Visando
estudar a transmissdo vertical do CAV, Cardona et al. (2000) investigaram a
presenca deste agente em tecidos reprodutivos de aves SPF através de uma Nested-
PCR. Foi observado que o DNA viral permanece em 6rgaos reprodutivos de matrizes
e reprodutores por longos periodos, independente do titulo de anticorpos
apresentados por estes animais. Yilmaz et al. (2001) amplificaram um fragmento de
298 pb do gene que codifica para a VP3 a partir de timos provenientes de frangos de
corte clinicamente enfermos, buscando investigar a freqiiéncia da infecgdo do CAV
na Turquia. A deteccdo do DNA foi associada também a presenca de sinais clinicos e

lesdes caracteristicas da doenca.
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Embora o genoma do CAV apresente variabilidade genética limitada, a
filogenia deste agente vem sendo objeto de estudo, visando esclarecer a relacdo
existente entre as cepas prevalentes nos diferentes paises criadores de frango. Van
Santen et al. (2001) caracterizaram 14 cepas de CAV presentes em 10 amostras
clinicas obtidas de criagdes comerciais de frangos de corte no estado do Alabama
(EUA). Este grupo observou que ha uma diferenca consideravel entre as seqiiéncias
nucleotidicas da VP1 destas 14 cepas, porém em nivel de aminoacidos esta diferenca
diminui para menos da metade, sendo que a maior divergéncia encontrada entre elas
foi de 2,8%. Estas 14 cepas, quando submetidas a analise filogenética com outras 10
cepas identificadas em 4 diferentes paises, ndo formaram grupos distindos,
demonstrando que estas seqiiéncias ndo sdo mais similares entre si do que com os
demais isolados. Em Bangladesh, Islam et al. (2002) detectaram uma cepa de CAV
em amostra clinica, a qual foi submetida a andlise filogenética da seqiiéncia
nucleotidica e de aminoacidos da VP1, juntamente com outras doze descritas na
literatura. A arvore filogenética resultante ndo revelou grupos distintos entre as
seqiiéncias isoladas em diferentes paises. J4 a arvore resultante da seqiiéncia de
amino acidos apresentou trés grupos, porém nao houve relacdo geografica entre os
isolados de cada grupo. Recentemente, Chowdhury et al. (2003) demonstraram que a
analise filogenética de isolados com baixas e altas passagens em cultura celular sao
altamente divergentes e apresentam diferencas consideraveis na patogenicidade.

Dada a importancia do CAV no cenario mundial de produgdo de frangos,
especialmente no que diz respeito as perdas econdmicas decorrentes de infecgdes
subclinicas, torna-se cada vez mais relevante e necessdria a implementagdo de
técnicas que visem a sua deteccdo, bem como da identificagdo das caracteristicas
moleculares envolvidas na patogenia das cepas prevalentes nas criagdes avicolas. O
desenvolvimento e utilizacdo de uma técnica mais pratica e sensivel de deteccdo do
CAV permitird a geragdo de dados fundamentais para uma melhor avaliacdo da
presenca deste agente entre os plantéis, visando a elaboracdo de estratégias de
controle mais eficientes.

Dentro deste contexto, vem-se trabalhando no sentindo de testar métodos que
propiciem um diagndstico mais rapido e acurado da infec¢do pelo CAV, bem como
caracterizar as cepas prevalentes no Brasil. Num primeiro momento, este trabalho

teve como objetivo avaliar a sensibilidade e especificidade de um protocolo de
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Nested-PCR para a detecgdo do CAV em amostras de origem avicola.
Posteriormente, restringiu-se a pesquisa ao seqiienciamento das amostras positivas na
Nested-PCR, propiciando o estudo da variabilidade genética e da filogenia das cepas

brasileiras, bem como das que melhor representam os diferentes isolados conhecidos.
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2.1 Um protocolo de "nested-PCR"™ para deteccdo do virus da anemia das
galinhas

Trabalho aceito para publicacdo na Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.
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ABSTRACT .- Simionatto S., Lima-Rosa C.A.V., Rubin L.L., Canal C.W.
2004. [A nested-PCR protocol for detection of chicken anemia virus.]
Estabelecimento e padronizagdo de um protocolo de "nested-PCR" para a detecgdo
do virus da anemia das galinhas. Pesquisa Veterinaria Brasileira XX(X):XX-XX.
Laboratério de Virologia, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090, Porto Alegre, RS 91540-000, Brasil. E-
mail: claudio.canal@ufrgs.br

The present work reports a nested polymerase chain reaction (nested-PCR)
protocol for detection of chicken anemia virus (CAV), the agent of infectious
chicken anemia. For DNA extraction from clinical samples, a method based on
guanidine thiocyanate was found more sensitive and practical than other extraction
protocols tested. The pair of primers used in the initial PCR targeted a 664 bp
fragment on the VP1 gene. The primers for the internal PCR targeted a fragment of
539 bp. The specificity of the primers was evaluated on samples of CAV controlled
flocks. Thirty different viruses and bacteria isolated from chickens did not give rise
to any amplification product in the assay. The sensitivity of the nested-PCR was
determined on serial dilutions of a CAV vaccine. The nested-PCR was more
sensitive than a one step PCR and was able to detect at least 0.16 TCIDs of the
vaccine strain. In addition, the protocol employed here detected viral DNA from
tissues, sera and litter from flocks with or without clinical signs of disease. It is
concluded that the nested-PCR protocol described here is more sensitive, faster and
less cumbersome than virus isolation in cell culture as a diagnostic technique for

detection of CAV.

Index terms: chicken anemia virus, CAV, molecular diagnosis, nested-PCR.
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RESUMO.- Este trabalho descreve o estabelecimento de um protocolo de "nested-
PCR" para a detecc¢do do virus da anemia das galinhas (CAV, chicken anemia virus),
agente da anemia infecciosa das galinhas. Para a extragdo de DNA a partir de
amostras clinicas um método baseado no uso de tiocianato de guanidina mostrou-se
mais sensivel e pratico, do que os demais avaliados. Para a PCR inicial foi
selecionado um par de primers que amplifica uma regido de 664 pares de bases (pb)
do gene VPI1. Para a "nested-PCR" propriamente dita, foi selecionado um segundo
par que amplifica uma regido interna de 539 pb. A especificidade dos primers foi
avaliada utilizando amostras de lotes controlados para CAV. Outras trinta amostras
de virus e bactérias, causadoras de doencas em aves, ndo geraram produto de
amplificacdo. A sensibilidade do teste foi determinada a partir de diluigdes seriadas
de uma amostra vacinal de CAV. A "nested-PCR" mostrou ser mais sensivel do que
a PCR e foi capaz de detectar pelo menos 0,16 DICCsge, da cepa vacinal. Além disso,
detectou DNA viral em tecidos, soro e cama aviaria de lotes com e sem sinais
clinicos. Conclui-se que, como técnica para a detec¢do do CAV, o protocolo de
"nested-PCR" aqui descrito, ¢ mais sensivel, rapido e menos trabalhoso do que o

isolamento viral em cultivo celular.

Termos de indexacdo: virus da anemia das galinhas, CAV, virologia, diagndstico

molecular, “nested-PCR”.
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INTRODUCAO

O virus da anemia das galinhas (CAV) pertence a familia Circoviridae (Murphy
1996) género Gyrovirus (Pringle 1999). Este virus foi isolado pela primeira vez no
Japao em 1979 (Yuasa et al. 1979). Desde entdo, sua presenga tem sido descrita em
criacdes comerciais em quase todo o mundo (Schat 2003). O genoma do CAV ¢
composto de DNA circular de fita simples com aproximadamente 2,3 kb, possuindo
trés regides codificadoras sobrepostas para a VP1 (51,6 kDa), VP2 (24,0 kDa) e VP3
(13,6 kDa) (Noteborn et al. 1991).

A transmiss@o do CAV se da horizontalmente, de aves infectadas para aves
suscetiveis (Yuasa et al. 1980) e verticalmente, de ovos provenientes de aves
infectadas tanto soronegativas (Chettle et al. 1989) quanto na presenga de altos niveis
de anticorpos neutralizantes (Brentano et al. 2005). Por afetar células do sistema
imune, particularmente hemocitoblastos da medula dssea e precursores de linfocitos
T no timo, a imunodepressdo decorrente favorece o surgimento de infecg¢des
secundarias oportunistas e falhas vacinais (Adair 2000).

Galinhas em todas as idades sdo suscetiveis a infec¢do, porém os sinais clinicos
manifestam-se quando esta acontece nos primeiros dias de vida. A infeccdo
subclinica ¢ a forma mais freqiiente da doenga, sendo responsavel pelo aumento do
indice de conversdo alimentar e diminui¢do do peso médio, causando prejuizos ao
produtor (McNulty et al. 1991).

O diagnéstico de infecgdes pelo CAV ¢ realizado através do isolamento viral,
detecgdo de anticorpos ou identificagdo de segmentos do genoma (Schat 2003). Além
de o isolamento viral apresentar baixa sensibilidade (Cardona et al. 2000), diferengas

genéticas interferem na replicagdo do virus (Renshaw et al. 1996) o que impossibilita
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o isolamento de algumas cepas (Islam et al. 2002). J& os testes sorologicos indicam
uma exposi¢do prévia ao virus e nao uma infec¢ao presente (Schat 2003).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ uma técnica molecular que permite a
detec¢do do DNA do CAV de forma rapida e econdmica, tendo sido descritos
protocolos de PCR que detectam o DNA viral a partir de tecidos e soro de aves,
assim como de cultivos celulares e (Todd et al. 1992, Tham & Stanislawek 1992,
Imai et al. 1998, Cardona et al. 2000, Yilmaz et al. 2001). Alguns pesquisadores,
entretanto, somente obtiveram sucesso a amplificagio do DNA do CAV quando as
aves apresentavam sinais clinicos (Davidson et al., 2004). O presente trabalho
descreve um protocolo de “nested-PCR” de alta sensibilidade, capaz de detectar o
DNA viral em tecidos, soro e cama aviaria, de lotes com e sem sinais clinicos da

infecgao.

MATERIAL E METODOS

Infeccdo Experimental

Pintos de ovos livres de patogenos especificos (SPF; Granja Rezende, MG) com seis
dias de vida foram divididos em dois grupos de 12 animais. O grupo controle
negativo (Grupo A) recebeu 0,2 mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS,

0,15 M NaCl, 0,01 M NapPOy4 , pH 7,2) por via intramuscular. Neste mesmo dia,

pintos em outro grupo (grupo B) foram inoculados com 0,2 mL da vacina Nobilis
CAV P4 (Intervet International, Holanda), partida 004/03, com 10** doses
infectantes para 50% dos cultivos celulares (DICCsgy), por via intramuscular. A
vacina foi reconstituida em 200 mL de diluente especifico, conforme instru¢des do

fabricante.
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Amostras

Os animais (inoculados e controles) foram sacrificados aos 0, 2, 4, 14, 21 e 28 dias
apds a inoculagdo. Em cada coleta, 2 animais de cada grupo foram sacrificados,
sendo coletadas amostras de timo, bago, figado, medula 6ssea, bolsa de Fabricio e
sangue/soro. A determinagdo do método de extragdo de DNA mais adequado foi,
inicialmente, realizada com fragmentos de 6rgdos e tecidos dos animais inoculados.
A seguir, foram testados amostras de cama aviaria, 6rgdos e¢ soros de galinhas de
diferentes lotes provenientes das empresas responsaveis por mais de 90% da
produgdo de carne de frangos da Regido Sul do Brasil. Soros de frangos de corte sem
anticorpos para CAV e os soros de matrizes com anticorpos para CAV foram obtidos
como descrito por Rubin et al. (2003) e Canal et al. (2004), respectivamente. Como
controle negativo, foram utilizadas amostras provenientes de dois lotes de
reprodutoras avos, negativos para a presenga de anticorpos contra o CAV durante
todo o seu ciclo de vida, como monitorado através de um kit de ELISA comercial.

Na Tabela 1 estdo discriminados o numero e o tipo de amostras analisadas.

Extracdo de DNA

Quatro diferentes protocolos de extragdo de DNA foram testados: 1) extracdo com
brometo de cetil trimetil amdnia/cloreto de sdédio (CTAB/NaCl); 2) extragdo com
fenol/cloroformio (Sambrook & Russell 2001); 3) extracdo com dodecil sulfato de
sodio /EDTA (Hirt 1967); 4) extragdo com tiocianato de guanidina (adaptado de
Rademaker & Bruijn, 1997). Cada protocolo foi testado sobre 200 pL. de soro ou
20 mg de 6rgdos (timo, figado, bago, bolsa de Fabricio e medula 6ssea), coletados

dos animais inoculados experimentalmente. Os tecidos foram macerados em 200 pL
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de TE (1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8,0) em tubo Eppendorf de 1,5 mL, com o
auxilio de um palito de madeira. Das amostras de cama aviaria, foram utilizados
200 pL de uma solugdo contendo 0,5 g de cama ressuspendida em 5 mL de TE. Apoés
a avaliacdo dos distintos protocolos de extracio de DNA, optou-se pelo método
baseado na extragdo com tiocianato de guanidina (Rademaker & Bruijn, 1997),
adaptado como segue. Tecidos ou soro foram colocados em um tubo Eppendorf com
500 pL de solugdo GES (5M de tiocianato de guanidina, 0,03 M de N-lauroil
sarcosine, ImM EDTA), sendo o tubo agitado levemente e incubado a 4 °C por
5 minutos. A seguir, foram adicionados 250 pL de acetato de aménia 7,5 M, sendo o
tubo novamente agitado suavemente ¢ incubado a 4°C por 5 minutos. Apds, foram
adicionados 500 pL de fenol cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1), submetendo o
tubo a agitacdo vigorosa e centrifugacdo a 10.000 x g por 10 minutos. O DNA foi
entdo precipitado com 380 pL de isopropanol e lavado com 500 pL de etanol 80%. O
sedimento foi ressuspenso em 100 puL de TE e estocado a —20 °C até ser utilizado na

PCR.

Primers

Com a ajuda do programa Vector NTI'™ Suite 8.0 (InforMax Inc. 2002), foram
selecionados dois pares de primers a partir do alinhamento de todas as seqiiéncias de
DNA do CAV disponiveis no GenBank® no final do ano de 2002. Os primers CAV7
(5’TTTCGACATCGGAGGAGACAGG3"), correspondendo aos nucleotideos 925 a
948 e CAV8 (5'CCTTTTCGCCACCGGTTCTGGT3’), aos nucleotideos 1577 a
1589 do genoma da cepa Cux-1 (GenBank acesso nimero M81223), foram usados na

PCR inicial, objetivando a amplificagdo de um segmento de 664 pares de bases (pb)
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do gene vpl; os primers CAV9 (5’"CGTATAGTGTGAGGCTGCCG3),
correspondendo aos nucleotideos 978 a 998 e CAV10
(5"GAGAGAAGACTCGCCACGG3") aos nucleotideos 1498 a 1517 do genoma da
mesma cepa, foram usados na "nested-PCR", objetivando a amplificagdo de um

produto de 539 pb do mesmo gene.

Reac6es de amplificacéo

A PCR inicial foi realizada em um volume final de 25 pL contendo
aproximadamente, 100 ng de DNA molde, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 5 mM KCI, 2,5
mM MgCl,, 0,2 mM de cada nucleotideo, 20 pmol de cada primer e 0,5 unidades de
Tag DNA Polimerase (Cenbiot, Porto Alegre, Brasil). A amplificacao foi executada
em um termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer Instruments,
EUA). A reagdo foi realizada com um ciclo de desnaturagdo inicial (94 °C, 5 min),
seguido por 25 ciclos de desnaturagao (94 °C, 1 min), anelamento (64 °C, 1 min) e
extensdo (72 °C, 1 min). Apos, foi realizado um ciclo de extensdo final (72 °C, 7
min).

Para a "nested-PCR", foram utilizados 30 ciclos com temperatura de anelamento de
54°C por 1 min. As demais condigdes foram iguais as da PCR inicial.

A eletroforese dos produtos amplificados foi realizada em gel de agarose 1,2%

corado com 0,5 pg/mL de brometo de etidio.

Sensibilidade e especificidade das reagdes de amplificacio
A sensibilidade da "nested-PCR" foi determinada através de dilui¢des seriadas (de
base 10) da vacina Nobilis CAV P4 (Intervet International, Holanda). Este

procedimento foi repetido cinco vezes de forma independente. A especificidade foi
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determinada usando 15 soros de reprodutoras avos negativas para CAV e 30
diferentes amostras de virus e bactérias causadoras de doengas em aves dos seguintes
agentes: 1 cepa do virus da laringotraqueite (Beltrao et al., 2004), 5 cepas do virus da
bronquite infecciosa, 4 cepas do virus da doenga infecciosa da bolsa, 6 cepas do virus
da doenca de Newcastle, 1 cepa de pneumovirus e 1 cepa do virus da bouba aviaria
(obtidos de vacinas comerciais); e 12 amostras de bactérias sendo uma amostra de
cada de Ornithobacterium rhinotracheale (Canal et al. 2003), Pasteurella multocida,
Haemophilus sp., Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Salmonella
enteritidis, Salmonella gallinarum, Salmonella pullorum, Salmonella typhimurim,
Reimerella anatipestipher, Bordetella bronchiseptica e Escherichia coli. Estas
ultimas bactérias foram isoladas e cedidas gentilmente pelo Centro de Diagnostico e
Pesquisa em Patologia Aviaria da UFRGS (CDPA).

Utilizou-se, em cada amplificagdo, um controle positivo (vacina CAV P4), um
controle negativo (soro de reprodutoras avos negativas para CAV), e um contendo

todos os reagentes da amplificacdo, exceto o DNA molde.

Sequenciamento

Os produtos de amplificacdo da "nested-PCR" dos animais inoculados
experimentalmente foram seqiienciados, bem como os amplicons obtidos da PCR
com a amostra vacinal utilizada na inoculacdo experimental. Os produtos de
amplificagdo foram purificados com GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
Kit (Amersham Biosciences, Suécia). Ambas as fitas foram seqiienciadas usando 30
ng do produto da "nested-PCR", 2,8 pmol de cada primer, utilizando o Kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems, EUA), conforme

instrucoes do fabricante. O seqlienciamento do DNA foi realizado em um
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seqlienciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
EUA). Os resultados do seqiienciamento foram verificados com a ajuda do programa
Chromas, versao 1.45 (McCarthy 1996-1998). As seqliéncias foram alinhadas com as
seqiiéncias de CAV depositadas no GenBank com o auxilio do programa Clustal X

(Thompson et al. 1997).

RESULTADOS

Quatro métodos de extracio de DNA foram testados, buscando comparar a
capacidade destes em obter DNA de CAV capaz de ser amplificado através da
"nested-PCR". Todos os métodos testados foram capazes de gerar o produto de
amplificagdo esperado. Contudo, o DNA extraido pelo protocolo descrito por Hirt
(1967) gerou algumas bandas inespecificas na "nested-PCR". Os protocolos
fenol/cloroformio e CTAB/NaCl (Sambrook & Russell 2001) geraram um produto de
amplificacdo nitido, porém, com intensidade menor do que o produzido pelo
protocolo que utiliza tiocianato de guanidina adaptado de Rademaker & Bruijn
(1997). Este tltimo foi selecionado para os ensaios posteriores.

Nao foi possivel visualizar produtos de amplificacdo na primeira amplificagao (PCR)
apos a eletroforese em gel de agarose (resultados ndo mostrados). A "nested-PCR"
realizada com as amostras clinicas dos animais do grupo B (vacinados) gerou um
produto de amplificacdo com tamanho aproximado de 539 pb (Figura 1) em todas as
coletas e em todos os 6rgaos testados. Entretanto, o0 mesmo produto de amplificagdo
foi observado em amostras de alguns animais do grupo A (controle negativo).

A especificidade do teste foi confirmada através das 30 diferentes cepas de virus e
bactérias causadoras de doencas em frangos, as quais ndo apresentaram produto de

amplificacao.
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O seqiienciamento dos produtos de amplificagdo dos dois grupos de animais
inoculados experimentalmente indicou que os dois grupos de animais foram
infectados com uma cepa de CAV geneticamente idéntica a vacinal, utilizada na

inoculacdo do grupo B.

A sensibilidade da "nested-PCR", determinada a partir de diluigdes seriadas da
vacina para CAV, foi de 0,16 DICCsg,. Nao foram gerados produtos de amplificagao
a partir do DNA extraido de 15 soros de lotes de reprodutoras avos controlados para
CAV e das 30 amostras de virus e bactérias utilizadas para avaliar a especificidade
da reacao.

O DNA do CAYV foi detectado na maioria das amostras testadas no presente trabalho.
As amostras positivas eram de aves pertencentes a 40 dos 47 diferentes lotes testados
(Tabela 1). Todas as empresas investigadas tiveram pelo menos um lote positivo para

o CAV.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Estudos anteriores utilizando testes de ELISA para a detec¢do de anticorpos em
matrizes evidenciaram uma elevada prevaléncia de CAV nas empresas avicolas do
Brasil (Brentano et al. 2000, Canal et al. 2004). No presente trabalho, buscamos
confirmar a presenca do CAV através da detec¢do do DNA deste agente,
inicialmente em pintos infectados experimentalmente e, subseqiientemente, em
amostras de galinhas de criagdes comerciais € em amostras de cama utilizadas nestas
criacdes. A primeira etapa consistiu em verificar qual protocolo de purificagdo de
DNA seria o mais adequado para a extracdo de DNA viral a partir de diversos tipos
de amostras de tecidos de aves. Constatou-se que o DNA purificado por tiocianato de

guanidina adaptado de Rademaker & Bruijn (1997) gerou uma maior quantidade de
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produto de amplificacdo na "nested-PCR" sem o aparecimento de bandas espurias,
razdes pelas quais o mesmo foi adotado para a continuagdo deste estudo. Além disso,
este protocolo mostrou-se mais rapido e econdmico do que os demais testados. Estas
caracteristicas s3o importantes na implementacdo de uma técnica adaptavel a rotina

diagnostica do laboratorio.

O protocolo utilizado permitiu a extragdo de DNA viral adequado para as reagdes de
amplificacdo, a partir de tecidos, soro ¢ amostras de cama aviaria. Este foi o primeiro
trabalho que descreveu a deteccdo do DNA do CAV a partir de cama aviaria. O CAV
¢ resistente no meio ambiente (Schat 2003), além de ser excretado nas fezes em
grandes quantidades (Hoop 1992). Desta maneira, a utilizagdo de cama aviaria para a
detec¢do do virus possui algumas vantagens, ja que ndo requer o sacrificio e nem
necropsias de animais, além de permitir a amostragem de varios animais de um
mesmo lote. A detec¢do do DNA do CAV a partir de cultivos celulares, como
proposto previamente (Todd et al. 1992, Imai et al. 1998), é pouco pratica na rotina
diagndstica, uma vez que sdo necessarios dias para a multiplicacdo do virus, o que
torna o diagnodstico mais demorado ¢ oneroso. Além disso, algumas amostras ndo
replicam em cultivos celulares (Islam et al. 2002), podendo gerar resultados falsos
negativos.

Considerando que as amostras de CAV circulantes no Brasil poderiam apresentar
diferengas genéticas em relagdo as que apresentam seqiiéncias disponiveis no
GenBank, buscou-se estabelecer uma reagdo que diminuisse os riscos de obtencao de
resultados falsos negativos e ao mesmo tempo proporcionando uma alta
especificidade e sensibilidade. Nesse sentido, selecionaram-se primers de seqiiéncias
conservadas do gene que codifica a VP1. Associando uma extracdo de DNA eficiente

e condicdes ideais de amplificagdo, foi possivel desenvolver uma "nested-PCR" com
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sensibilidade equivalente a detec¢ao de 0,16 DICCsy em cultivos celulares. Outros
protocolos descritos foram capazes de detectar aproximadamente 100 coépias do
genoma (Tham e Stanislawek 1992), ou 100 a 200 moléculas de DNA (Cardona et al.
2000), ou 10% DICCsy (Imai et al. 1998). Davidson et al. (2004) utilizando um
protocolo descrito por Imai et al. (1998), ndo foram capazes de detectar o DNA viral
em lotes sem sinais clinicos, provavelmente, devido a sensibilidade do teste. A
"nested-PCR" aqui descrita foi aproximadamente 20 vezes mais sensivel do que esta
ultima (Imai et al. 1998), sendo capaz de amplificar o DNA do CAV mesmo em lotes
com infec¢do subclinica. Este tipo de infec¢do causa imunodepressdao (Adair 2000,
Schat 2003), potencializa infecgdes causadas por patdgenos oportunistas (Could et
al.1992a,b, Miles et al. 2001, Davidson et al. 2004) e provoca diminui¢do da
eficiéncia de vacinas (Schat 2003). Desta forma, o diagnostico de formas subclinicas
da infec¢do em lotes com baixo desempenho é importante para identificar as causas
de perdas econdmicas, ja que os sinais observados podem ser causados por outros
agentes oportunistas.

Os resultados obtidos com os soros de frangos de corte sem anticorpos para o CAV
(Rubin et al. 2003) e positivos na "nested-PCR" sugerem que frangos sem anticorpos
para o CAV, mas com infec¢do recente, estdo presentes no momento do abate. Isso
revela que o diagndstico baseado na deteccdo de anticorpos pode ser pouco
informativo no monitoramento das infec¢des causadas por este virus.

A alta sensibilidade da "nested-PCR" também ¢é uma caracteristica importante nas
investigagdes que visam determinar a transmissdo vertical do virus ou a provavel
laténcia do mesmo (Todd et al. 1992, Miller et al. 2003). Ao realizar a "nested-PCR"
com soro de matrizes com anticorpos para CAV, constatou-se que o DNA do agente

pode persistir mesmo depois de ocorrida a soroconversdo, como igualmente
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observado por outros autores (Cardona et al. 2000). Nesse sentido, os resultados aqui
obtidos subsidiam os achados de Miller et al. (2003), Sommer & Cardona (2003) e
Brentano et al. (2005) que demonstraram que matrizes com anticorpos podem
transmitir o virus para a progénie. A transmissdo vertical ¢ a mais preocupante, ja
que os sinais clinicos sdo mais acentuados quando a infec¢do acontece nos primeiros
dias de vida (Schat 2003). A deteccdo do DNA de CAV a partir de soro podera ser
usada como ferramenta para futuros estudos sobre transmissao vertical e persisténcia
do virus ap0ds a soroconversao.

A contaminagdo dos animais controle utilizados na infec¢do experimental,
provavelmente, ocorreu devido a contaminagdo cruzada durante o experimento. Os
resultados do seqiienciamento refor¢am essa hipdtese, visto que os animais deste
grupo apresentaram um produto de amplificagdo com seqiiéncia idéntica a da
amostra vacinal. Estes achados reforcam a alta capacidade de disseminacdo deste
virus e a necessidade da utilizagdo de medidas de biossegurancga rigorosas para evitar
a disseminagdo deste virus entre os plantéis (Schat 2003).

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que a "nested-PCR"
estabelecida para o CAV foi especifica e sensivel, possibilitando a detec¢ao do
agente em infeccdes clinicas e subclinicas, em aves com e sem anticorpos € na cama
empregada em sua criagdo. Constatou-se que o virus esta presente na maioria das

empresas avicolas da Regido Sul do Brasil investigadas.
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Legenda figura 1

Figura 1: Eletroforese dos produtos da "nested-PCR" em gel de agarose (1,2 %)
corado com brometo de etidio. Coluna 1, marcador de tamanho molecular de 100 pb;
coluna 2, controle positivo da "nested-PCR"; colunas 3 a 7, amostras positivas;
colunas 8, 9 e 10, controles negativos da extragdo de DNA, PCR e "nested-PCR",

respectivamente.
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Tabela 1: Resultados das reagdes de "nested-PCR" obtidos com as amostras

procedentes de diferentes lotes sem (SD) ou com doenca clinicamente aparente (CD).

Tipo de amostra Numero de Numero de Amostras
amostras lotes positivas
Cama aviaria 15 15 15
Soro de frangos de corte 20 3 20
Soro de matrizes com anticorpos 20 4 7
Soro de avos negativas para CAV 15 2 0
Orgfos de frangos de corte SD 30 15 26
Orgaos de frangos de corte CD 10 8 10

Total 110 47 78
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2.2 Caracterization and phylogenetic analysis of Brazilian chicken anemia virus

Trabalho em elaboragdo que sera submetido a Revista Virus Genes.
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Abstract

Chicken anemia virus (CAV) was detected by a Nested-PCR assay in field samples
from different regions of Brazil. The 539 bp amplified fragments from the vpl gene
of 44 field samples were sequenced. Ten new nucleotide sequences of CAV were
selected and analysed phylogeneticaly by Mega2 using neighbour joining distance
methods with 1000 bootstrap replications. Phylogenetic analysis did not show
correlations between CAV pathology pattern and genetic groups. The nucleotide
sequences for the 10 Brazilian samples were also analysed together with sequences
from 30 previously described CAV strains. It was observed genetic variability
worldwide and did not form geographical grouping. Amino acid substitutions were
detected at 9 positions of the Brazilian sequences and two of them were not observed

before, ©°R replacing the Q residue and *°F replacing Y residue.
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Introduction

Chicken anemia virus (CAV) was first described in 1979 by Yuasa in Japan [1].
Since then, CAV has been detected worldwide by isolation, serology or DNA
amplification in both laying and broiler chickens. The presence of CAV by
polymerase chain reaction (PCR) has been investigated in cell culture, sera and
tissues [2, 3, 4, 5, 6]. CAV is a member of the family Circoviridae, genus Gyrovirus
[7]. The CAV genome structure is composed by a ssDNA circular molecule of about
2.3 kb with three open reading frames (ORFs) coding for proteins of 52 (VP1), 24
(VP2) and 14 (VP3) kDa [8]. CAV infections manifest either clinical or subclinical
signs [9] and both result in measurable economical losses [10, 11, 12]. Signs include
stunting, increased mortality, anemia, bone marrow cell depletion, subcutaneous
hemorrhage, and atrophy of secondary lymphatic organs [13]. This infection is often
associated with secondary bacterial, viral infections or vaccination failures [14, 15,
16, 17]. CAV can be vertically transmitted by either dam or sire to progeny [18, 9].
The transmission of virus is greatly reduced but not entirely eliminated in immune
birds [5].

CAYV was known as a very conserved virus of one serotype [1] with several
genetic groups [19], although an additional serotype has been recently reported [20,
21]. Renshaw et al. [22] identified a hipervariable region in VP1 and suggested that
certain amino acid exchanges in this region could influence the rate of virus
replication and spread of CAV strains in MDCC-MSB-1 cells. Moreover, van Santen
et al. [23] indicated the presence of more than one virus isolate from clinical
specimens obtained from poultry farms in USA that differ considerably in their
sequences. Recently, Chowdhury et al. [24] also reported that the low and high

passage isolates had phylogenetic divergence and differ in their pathogenicities, but
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it would not accurately predict the phylogeny of the virus and rather it is more
indicative of selection of a particular isolate in the cell culture.

Little is know about the phylogenetic analysis of the CAV Brazilian samples.
In the present work, we report the amplification of CAV DNA based on a vpl
fragment from Brazilian field samples. The amplification products were sequenced
and submitted to phylogenetic analysis by neighbor joining distance methods to

evaluate genetic diversity and a possible correlation with their pathology behaviour.

Material and Methods

Field Samples

One hundred and fifty field samples from commercial breeders, broilers and Caipira
chickens (originated by random crosses among different breeds introduced in Brazil
following colonization, around 1500) [25] were analysed. They were selected from
different Brazilian geographic regions and collected through the year 2000 until
2004. Tissue samples (80), sera (55) and litter (15) were collected from flocks and
establishments suspected of chicken anemia or without suspicious. Also, samples
from flocks suspected of being infected with infectious bursal disease virus (IBV),
Pasteurella multocida (PM), infectious laryngotracheitis virus (ILTV), and

Ornithobacterium rhinotracheale (ORT) were used (Table 1).

DNA Amplification and Sequencing
The DNA extraction methods, primers and cycling conditions for the Nested-PCR
assay were performed as described previously [26]. The 539 bp internal

amplification products were purified with GFX™ PCR DNA and Gel Band
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Purification Kit (Amersham Biosciences, Sweden). Both strands were sequenced
using the Big Dye Terminator version 3.1 cycles sequencing RR-100 kit on an ABI

PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA).

Sequence Analysis

The obtained nucleotide sequences and the deduced amino acid sequences were
aligned using ClustalW (27). GeneDoc software [28] was used to measure similarity
degrees. Kimura 2-parameter pairwise distances [29], calculated for the different
nucleotide sequences detected in Brazil were used to construct a phylogenetic
unrooted tree by using the neighbour joining distance methods in the Molecular
Evolutionary Genetics Analysis software MEGA2 [30]. The statistical confidence of
the tree topologies was performed by 1000 bootstrap replications on the same
software.

In order to compare Brazilian sequences, we detected seventy five
homologous sequences in GenBank, comprising the same genome region obtained in
this work. Then, a total of thirty GenBank sequences were selected by representing
the diversity of CAV worldwide to compare with the Brazilian samples in the

phylogenetic studies (using the same analysis method as described above).

Results

From the 150 field samples analised, 135 were Nested-PCR positive. After analysis,
to represent flocks from different geographical regions, 44 samples were selected for
nucleotide sequencing. Twenty three (52%) of them displayed more than one
sequence in the same sample. All CAV DNA sequences from samples from Sao

Paulo (8) and Minas Gerais (2) States displayed more than one sequence in the same
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amplification reaction. The remaining unambiguous 21 sequences (48%) were
aligned and 10 representative sequences with 92.0-99.0% similarity were found. Five
sequences detected in clinically healthy flocks were identical and are represented
here by AY855079 sample, which showed 100% identity to the amplification
product of a commercial vaccine (Nobilis CAV P4, Intervet International,
Netherlands) sequenced by us.

Phylogenetic analyses of Brazilian samples were performed to verify the
possible relationship of pathology CAV samples with a specific genetic group.
Phylogenetic tree showed three groups (Fig. 1). The first (I) was formed by four
sequences (AY 855079, AY855084, AY855085 and AY855086) detected in
clinically healthy flocks and litter. The second group (II) was formed by two
sequences (AY 855080 and AY855081) detected in flocks with ORT suspicious. The
third group (III) was composed by four samples (AY855082, AY855083, AY855087
and AY855088). The sequence AY 855082 shared significant similarity (99%) to
AY855088, both were detected in poultry with CAV clinical sings. Seven other
sequences were identical to AY855082 and were detected in flocks with clinical
sings attributed to CAV, PM, ILTV and ORT. AY855003 were detected in clinically
healthy flocks and the AY855087 in flocks suspected of IBV infection. These ten
Brazilian sequences did not show any geographical relationship between genetic
group and Brazil States.

Brazilian nucleotide sequences were compared with the 30 other CAV strains
deposited in the database to know if there was any geographical relationship
worldwide. The phylogenetic tree not showed geographical correlation, but the some

Brazilian samples demonstred more homologies with USA samples (Fig. 2).
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Phylogenetic trees constructed by using maximum parsimony or maximum
likelihood methods also supported the same grouping as well as the bootstrap values.
The deduced VP1 amino acid sequences of the 10 Brazilian samples, aligned
with 30 other CAV described obove, showed amino acid substitutions in 9 different
positions. Two of then sequences presented novel amino acid substitution, R
replacing the Q residue in AY855088 and *°F replacing the Y residue in AY855085,
encoded by most previously characterized CAV genomes (Fig. 3). AY855088
sequence was detected in a Caipira chicken with severe symptons of anemia and

AY855085 was detected in commercial breeders with IBV infection suspecious.

Discussion
The sequence of a 539 nucleotide portion of the 2.3 kb CAV genome from
commercial and Caipira broiler chickens and hens from Brazil were obtained. The
DNA samples were extracted from biological specimens, without virus isolation in
cell culture. This procedure enable us to characterize CAV that might not have
replicated in vitro and avoided the potential nucleotide changes that can occure
during cell culture passage. Besides, some isolates do not replicated in common cell
culture [19]. The analysis of the nucleotide sequences obtained by the vpl
amplification of field samples showed that 52% of the samples had more then one
sequence. Probably, these chickens were infected by more than one strain. This
finding is in agreement with the observations of van Saten et al. [23] who reported
ambiguous sequences in PCR products. Claessens et al. [32] also reported nucleotide
differences in two clones obtained from the same sample.

Phylogenetic analysis of the 10 nucleotide sequences described in the present

work displayed three groups. Also, it was not observed relationship of pathology
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CAYV samples with genetic group. This could be because the severity of CAV disease
also depends on the presence of other infectious pathogens. Interestingly, the
AY855079 sequence, detected in clinically health flocks, was highly divergent to
AY855088, detected in chicken with clinical signs. These results were similar to an
earlier study that indicated the isolates had phylogenetic divergence and diferent
pathogenicities [24].

The phylogenetic tree of Brazilian samples and the 30 CAV discribed did not
show geographical correlation. Islam et al. [19] also reported that the Australian
strain did not demonstrade any grouping with strains detected in 5 different
countries. Brazilian sequences are not all found on a separate group. Thefore, these
sequences are not more similar to each other than they are to CAV isolates in other
countries. This result was similar with the observations of van Santen et al. with
strains from USA [23]. Some Brazilian nucleotide sequences had more homologous
to USA strains. It could be explained by the fact that the commercial Brazilian hens
and roosters were imported from USA. Our results suggest that diversity showed
were probably related with diversity of isolates than virus evolution in Brazil.

Brazilian samples differed in 42 nucleotide positions that resulted in 9
predicted amino acid substitutions. The VP1 alignment revealed a hipervariable
region from amino acid positions 139 to 157, confirming findings from an earlier
study by Renshaw et al. [22]. However, other variable region from amino acid
positions 75 to 98 was observed. Scott et al. [33] suggested that an amino acid
substitution (T — A) at position 89 in the VP1 could be associated with the non-
reactivity of one monoclonal antibody as well as the attenuation of some strains. We
observed that the 10 Brazilian samples had **T. Interestingly, only two of these

samples were present in broilers with clinical signs of chicken anemia, indicating that
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probably other factors are involved in the clinical disease. This discrepancy could be
atributed to the use of clones sequenced from high passage viruses [33].

Seven out of the 10 Brazilian samples had "L, *'L, *°Q and '**Q amino acid
profile and three had °V, °’"M, *’K and "**E amino acid profile. These findings are
in agreement with an earlier study of 14 CAV strains detected in 10 clinical samples
obtained from commercial broiler chickens in Alabama State, USA, characterized by
direct sequencing of the 5’half of the VP1 gene [23]. In addition, the amino acids at
positions 139 and 144 did not appear to be independent of each other, as was

%9Q is always accompanied by a '**Q and '**E is

described by the same author. A
always accopanied by a '*’K.
Renshaw et al. [22] suggested that *’Q and/or '**Q can influence the rate of
replication or spread of infection in MDCC-MSB-1 cells. Seven out of the 10
samples obtained from broiler chickens in Brazil had *°Q and '**Q. Two of them,
were detected in flocks with CAV clinical signs. It was observed that three samples
which had Vv, *’M, *°K and '"*E amino acid positions, were detected in flocks
without CAV clinical signs and these residues could be associated with attenuated
viruses. The AY855088 sequence, detected in chicken with severe anemia signs,
presented amino acid change in position 65 (Q — R) not observed before, which
could be involved in the pathogenicity of CAV strains. These questions will require
more investigations to confirm correlations between pathogenicity and genetic
determinats. The knowledge about these differences and their pathogenic potencial
may be useful in the development of vaccines. However, sequence analysis and

biological studies require careful interpretation concerning the mutation in the CAV

genome and also pressure selection of cell culture.
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In conclusion, phylogenetic analysis of the Brazilian samples did not show
relationship between pathology differences and the genetic groups. Genetic
variability was observed worldwide and did not form geografical grouping as showed
is this work. The results obtained add new and important informations about genetic

variability of VP1 in Brazil and its putative correlations with CAV pathogenesis.

Acknowledgements

We thank Brazilian chicken rearing companies for help in the collection of biological
material. S. Simionatto received a scholarship from Coordenagao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). Financial support was
provided by Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul
(FAPERGS), Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) and Pro-Reitoria de Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(PROPESQ/UFRGS).

References

1. Yuasa N., Taniguchi T., and Yoshida I., Avian Dis 23, 366-385, 1979.

2. Todd D., Mawhinney K.A., and McNulty M.S., J Clinical Microbiol 30,1661-

1666, 1992.

3. Tham K.M., and Stanislawek W.L. Avian Dis 36,1000-1006, 1992.

4. Imai K., Mase M., Yamaguchi S., and Yuasa N., Res Vet Sci 64, 205-208, 1998.
5. Cardona C.J., Oswald W.B., and Schat K.A., J Gen Virol 81, 2067-2075, 2000.

6. Yilmaz H., Turan N., Ozgur N.Y., Helps C.R., and Akay O., Avian Dis 45, 529-

533, 2001



54

7. Pringle C.R., Arch Virol 144, 2065-2070, 1999.

8. Noteborn M.H.M., De Boer G.F., Van Roozelaar D.J., Karreman C., Kranenburg
0., Vos J.G., Jeurissen S.H.M., Hoeben R.C., Zantema A., Koch G., van Ormondt

G.H., van Der Eb A.J., ] Virol 65, 3131-3139, 1991.

9. Schat K.A. (eds.). Infectious anemia. Saif Y.M., Barnes H.J, Fadly A.M., Clisson

J.R., Mcdougald L.R., and Swayne D.E., lowa State University, 2003, pp.182-202.

10. McNulty M.S., Mcilroy S.G., Bruce D.W., and Todd D., Avian Dis 35: 263-268,

1991.

11. McLlroy S.G., McNulty M.S., Bruce D.W., Smyth J.A., Goodall E.A., and

Alcorn M.J., Avian Dis 36, 566-574, 1992.

12. Davidson I., Kedem M., Borochovitz H., Kass N., Ayali G., Hamzani E.,

Perelman B., Smith B., and Perk S., Avian Dis 48, 108-118, 2004.

13. Adair B.M., Dev Comp Immunol 24, 247-255, 2000.

14. Cloud S.S., Rosenberger J.K., and Lillehoj H.S. Vet Immunol Immunop 34, 353-

366, 1992.

15. Cloud S.S., Lillehoj H.S., and Rosenberger J.K., Vet Immunol Immunop 34, 337-
352, 1992.
16. Miles A.M., Reddy S.M., and Morgan R.W., Avian Dis 45, 9-18, 2001.

17. Toro H., Gonzalez O., Escobar C., Cerda L., Morales M.A., and Gonzeles C.,

Avian Dis 45, 215-222, 2001.



55

18. Hoop R.K., Avian Pathol 21, 493-501, 1992.

19. Islam M.R., Johne R., Raue R., Todd D., and Miiller H., J Vet Med B 49, 332-
337, 2002.

20. Spackman E., Cloud, S.S., Pope C.R., and Rosenberger J.K., Avian Dis 46, 945-
955, 2002.

21. Spackman E., Cloud, S.S., and Rosenberger J.K., Avian Dis 46, 956-963, 2002.
22. Renshaw R.W., Soiné C., Weinkle T., O’Connel P.H., Ohashi K., Watson S.,
Lucio B., Harrington S., and Schat K.A., J Virol 70, 8872-8878, 1996.

23. van Saten V.L., Li, L., Hoerr F.J., and Lauerman L.H., Avian Dis 45, 373-388,

2001.

24. Chowdhury S.M.Z.H., Omar A.R., Aini 1., Hair-Bejo M., Jamaluddin A.A., Md-

Zain B.M., and Kono Y., Arch Virol 148, 2437-2448, 2003.

25. Lima-Rosa C.A.V., Canal C.W., Streck A.F., Freitas L.B., Delgado-Canedo A.,

Bonatto S.L., and Salzano F.M., Anim Genet 35, 278-284 2004.

26. Simionatto S., Lima-Rosa C.A.V., Rubin L.L., and Canal C.W., Pes Vet Bras in
press, 2005.
27. Thompson, J. D., Higgins, D.G., and Gibson, T.J., Nucleic Acids Res 22,4673-

4680, 1994.

28. Nicholas K.B. Nicholas H.B.Jr, Deerfield D.W.L.1., Embnew News 4, 14, 1997.

29. Kimura M., J Mol Evol 16, 111-120, 1980.



56

30. Kumar S., Tamura K., and Nei M., MEGA: Molecular Evolutionary Genetics

Analysis. Pennsylvania State University, University Park, PA. 1993.

32. Claessens J.A.J., Schrier C.C., Mockett A.P.A., Jagt E.H.J.M., and Sondermeijer

P.J.A., J Gen Virol 72, 2003-2006, 1991.

33. Scott A.N.J., Connor T.J., Creeland J.L., and McNulty, M.S., Arch Virol, 144,

1961-1975, 1999.



57

Table 1. Brazilian samples related to clinical and serological status.

GenBank No. of Clinical/sorological status® Sample’s geografical
accession No. sequences® regions®
AY855079 5 Clinically healthy RS, SC, PR
AY855080 1 ORT antibody RS, SC
AYS855081 1 ORT antibody RS, SC
AY855082 8 CAV, ILTV, PM and ORT RS, SC, PR
clinical signs
AY855083 1 Clinically healthy RS
AYS855084 1 Litter from clinically healthy RS
flocks
AYS855085 1 IBV suspected GO
AY855086 1 IBV suspected PR
AYS855087 1 IBV suspected PR
AYS855088 1 CAV clinical sings RS
Total 21 - -

a - Except AY855079 and AY 855082 sequences occurred in one sample only. In
these cases, two independent amplification and sequencing were performed to assure

the reability of the results.

b - ORT (Ornithobacterium rhinotracheale); PM (Pasteurella multocida); ILTV

(infectious laryngotracheitis virus); IBV (infectious bursal disease virus).

¢ - Brazilian States: RS (Rio Grande do Sul); SC (Santa Catarina); PR (Parana); GO

(Goiés);
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Fig. 1. Phylogenetic analysis among 10 Brazilian strains based on a fragment from
the vpl nucleotide sequences of CAV using neighbor-joining distance method (1000

bootstrap replications). I, IT and III: grupos genéticos.
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Fig. 2. Phylogenetic tree showing relationship among 10 Brazilian and 30 VP1
nucleotide sequences from different countries using neighbor joining distance

method, with 1000 bootstrap replications. Asterisks display Brazilian strains.
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Fig. 3: Alignment of the deduced amino acid sequences of VP1 from Brazilian
samples and strat in amino acid 63. The consensus amino acid sequence is shown
below the aligned sequences. Arrows indicate the new amino acid changes (only

observed in these samples).
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3 CONCLUSOES FINAIS

1. A associacdo de um método de purificacdo de DNA eficiente com um protocolo de
PCR adequado possibilitou estabelecimento de uma Nested-PCR com alta
sensibilidade, o que permitiu a deteccdo do DNA do CAV em diferentes amostras

biologicas, bem como de infecg¢des clinicas e subclinicas.

2. Constatou-se que o CAV estd presente na maioria dos lotes testados neste
experimento e que o0 DNA deste agente pode persistir nas aves mesmo depois da soro

conversao.

3. A maior parte dos produtos de amplificacdo da Nested-PCR apresentou mais de
uma seqiliéncia de DNA, sugerindo que diferentes cepas podem coexistir na mesma

ave.

4. Foram detectadas 10 novas seqiiéncias nucleotidicas do CAV no Brasil, sendo que
duas delas apresentam uma substituicdo de animo acido até entdo ndo descrita na

literatura.

5. A arvore filogenética das 10 seqiiéncias nucleotidicas detectadas no Brasil
demonstrou que ndo houve relagdo entre a patologia apresentada pelas amostras de
CAV e os grupos genéticos. Porém, as seqliéncias nucleotidicas obtidas de amostras
de frango com sintomatologia clinica apresentaram maior homologia entre si do que
com as obtidas de frangos sem sintomatologia clinica, demonstrando uma sutil

relacdo entre a patogenia das amostras e a composi¢ao genética das mesmas.

6. A analise filogenética das amostras brasileiras do CAV juntamente com 30
seqiiéncias de outros paises demonstrou que ndo ha relagdo geografica entre elas,

apesar da maioria ter apresentado homologia com as isoladas nos Estados Unidos.
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