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RESUMO

Este estudo teve como objetivo determinar a
frequéncia de anticorpos e detectar o genoma viral do virus da
Doenca Infecciosa Bursal em criacGes de frangos de corte e
em criacOes de subsisténcia localizadas em duas regides do
polo avicola da Bahia. Foram coletadas 758 amostras de soro
de frangos de corte e 320 amostras de galinhas de quintal
para avaliagdo da frequéncia de anticorpos utilizando ELISA
indireto. Para a detecgdo e caracterizagdo do virus foram
coletados 6 pools de bursas de Fabricius em frangos de corte
e 3 pools em criacBes de subsisténcia, analisados
posteriormente com PCR/RFLP. Os resultados revelaram que
ndo ha protegdo uniforme na criacdo comercial nas duas
regides estudadas, sugerindo falha na vacinacéo e desafio
com virus no ambiente. Também observaram-se altos titulos
em galinhas de quintal ndo vacinadas, com variag&o nos titulos
relacionada com desafios de campo. Nos testes moleculares,
verificaram-se que trés pools de frangos de corte eram positivos,
sendo dois para cepa vacinal (G3) e um para cepa variante
(G15). Nas criacdes de subsisténcia, houve uma amostra
positiva para cepa variante (G15). Os resultados demonstram
a necessidade de monitoramento em ambas as criagdes.

Palavras- chave: birnavirus, ELISA, sorologia, biologia
molecular, aves.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the frequency
of antibodies anti-Infectious Bursal Disease Virus as well as to
detect the virus in broilers and chicken backyard, raised in two
different regions at Bahia’s poultry production area. A total of
758 serum samples were collected from broilers and 320 from
chicken backyard, in order to assess the frequency of antibodies

using an indirect ELISA. For virus detection and characterization
it was collected 6 bursal pools from broilers and 3 from chicken
backyard, which were further analyzed with PCR/RFLP. The
results showed that there is no uniform protection in commercial
flocks of the two different regions, suggesting that it may be
occurring vaccination errors and that it may be occurring
challenge from viruses at the environment. High titers were
observed in no vaccinated chicken backyard. Molecular tests
revealed that 3 broilers pools were positive in which 2 matched
the vaccine strain (G3) and 1 a variant strain (G15). One
sample from free-ranging chickens was positive for the variant
strain (G15). These results demonstrate the need for monitoring
both types of exploration.

Key words: Infectious Bursal Disease, ELISA, serology, PCR,
molecular biology, chickens.

INTRODUCAO

A Doenga Infecciosa Bursal (IBD) ¢ uma
doenga viral aguda, contagiosa, que afeta aves jovens
com 3 a 6 semanas de idade (ASHRAF et al., 2007),
causando grandes prejuizos para a industria avicola
(ABDEL-ALIM et al., 2003). O virus da Doenga
Infecciosa Bursal (IBDV) multiplica-se nos tecidos
linfoides, com predilecdo pela bursa de Fabricius,
provocando destruicdo das células linfoides com
consequente imunossupressio e aumento da
suscetibilidade a outras doeng¢as infecciosas
(ELANKUMARAN etal.,2002; BANDA etal., 2003;
AL-NATOUR et al., 2004; MORAES etal., 2005).
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O IBDV pertence a familia Birnaviridae e
género Avibirnavirus (segundo ICTV 2011) e seu
genoma consiste em dois segmentos de RNA de fita
dupla (BANDA et al., 2003; ASHRAF et al., 2007). O
virus ¢ constituido de dois sorotipos distintos,
denominados sorotipo 1 e sorotipo 2. O sorotipo 1 ¢
patogénico para aves e sua viruléncia ¢é variavel, e o
sorotipo 2 ¢ apatogénico para aves, mas infecta galinhas
e perus (BANDA et al., 2003). As mutagdes genéticas
no genoma do IBDV resultaram em variantes
antigénicas e patogénicas que continuam a causar a
doenca em frangos de corte (JACKWOOD &
SOMMER-WAGNER, 2005). A IBD esta presente em
todas as areas produtoras de frango e tem causado
perdas econdmicas para a avicultura industrial em todo
o mundo. As perdas estdo relacionadas com o aumento
da mortalidade ¢ da imunossupressdo nas aves
acometidas, resultando em queda da performance
(KNEIPP,2000).

A caracterizagdo das cepas de campo do
IBDV tem sido fundamental no desenvolvimento de
medidas preventivas e campanhas epidemiologicas,
tendo como objetivo controlar a propagacao do virus.
Nos ultimos anos, o uso de técnicas moleculares como
a RT-PCR (reag@o em cadeia da polimerase) tem sido
util na detecgdo e genotipagem das diferentes cepas
de IBDV presentes no campo (NOUEN et al., 2006 ).

A populagdo constituida de aves que sdo
criadas para o consumo proprio, conhecidas como
galinhas de fundo de quintal, ndo ¢é beneficiada com o
programa de biosseguridade, aplicado nas criagdes
comerciais. O conhecimento da ocorréncia e
distribui¢do da Doenga Infecciosa Bursal em frangos
de corte e em galinhas de quintal pode ter grande
utilidade para indicar a necessidade de implantagao de
medidas de prevengdo e controle especificas. Uma vez
que galinhas de quintal ndo sdo vacinadas e sdo
criadas proximas as granjas de frango de corte, este
trabalho tem por objetivo determinar a frequéncia de
anticorpos e detectar o virus em ambas as criagoes.

MATERIAL E METODOS

Sorologia

Foram coletadas 1078 amostras de soro,
sendo 758 amostras de frangos de corte e 320 amostras
de galinhas de quintal, provenientes de 13 municipios
localizados no polo avicola da Bahia, no periodo de margo
de 2009 a dezembro de 2010. O niimero de amostras
coletadas em cada municipio variou de acordo com o
tamanho dos lotes de frango ¢ das criagdes de galinhas.

As amostras foram agrupadas em duas
regides importantes do polo avicola da Bahia, que
concentram granjas comerciais de corte e criagdes de
subsisténcia de galinhas. Em cria¢des de galinhas de
quintal, a regido de Feira de Santana abrange amostras
dos municipios de Conceigdo da Feira, Feira de Santana
e Sdo Gongalo dos Campos, a regido de Alagoinhas
abrange amostras de Alagoinhas, Irara ¢ Pedrdo. Em
criacdes de frango de corte, na regido de Feira de
Santana, estdo contemplados os municipios de Cruz
das Almas, Sao Gongalo dos Campos, Sapeagu, Feira
de Santana, Concei¢do da Feira, Cachoeira e Santo
Antodnio de Jesus e a regido de Alagoinhas abrange os
municipios de Alagoinhas, Entre Rios, Coragdo de Maria
e Olindina.

Em frango de corte, as amostras de sangue
e a bursa foram coletadas em animais com idade de
abate, selecionados aleatoriamente. As aves foram
imunizadas com a vacina Cevac® Transmune IBD aos
18 dias de vida por injegdo inovo. Para a coleta de
amostras de galinhas de quintal, foram selecionadas
aves jovens, previamente anilhadas para possibilitar
posterior identificacdo e coleta das bursas. As aves
ndo eram vacinadas. Tanto nas criagdes comercais
quanto em criagdes alternativas, as aves néo
apresentavam sintomatologia clinica da enfermidade.

Os ensaios sorologicos foram realizados no
Laboratorio de Sanidade Avicola da Bahia (LASAB) —
UFBA. Os soros foram testados através da técnica de
ELISA Indireto utilizando o kit comercial FlockChek*
IBD (Laboratorio IDEXX®) e os procedimentos do
teste foram conduzidos de acordo com instrugoes do
fabricante. Os resultados do teste foram calculados e
interpretados utilizando o programa XChek®, em que
as densidades oticas (D.O.) de cada uma das amostras
sdo correlacionadas com os controles positivos e
negativos da placa em que foram testadas, gerando um
indice denominado razdo S/P (sample/positive). A razao
S/P determina o ponto de corte, ou seja, o valor de
densidade 6tica no teste que determina os soros
positivos e negativos.

As analises estatisticas foram feitas através
do programa SPSS 13.0. Os dados foram analisados
por meio do teste t de Student, considerando o intervalo
de confianga de 95%.

Biologia molecular

Para detecgdo do virus, foram coletadas 09
pools de bursas de Fabricius, sendo 06 pools de frango
de corte ¢ 03 pools de galinhas de quintal. Cada pool
continha 10 bursas de aves selecionadas aleatoriamente
em frango de corte. As aves criadas no sistema
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alternativo foram anilhadas no momento da coleta de
sangue e somente as que tiveram titulos de anticorpos
elevados na sorologia foram adquiridas para a
realizag@o da técnica de biologia molecular. Todas as
bursas foram armazenadas a temperatura de -20°C no
LASAB até serem encaminhados para o JF Laboratorio,
onde foram processadas utilizando a técnica PCR/RFLP.

Inicialmente, as bursas foram maceradas em
PBS (pH 7,4), com gral e pistilo e estocadas em glicerol.
A extracdo do RNA foi executada com o emprego de
fenol-cloroférmio, seguindo a metodologia de
SAMBROOK etal. (1989). O RNA foi eluido em 35pl.
Para a PCR foram utilizados os primers5’-GGC CCA GAG
TCTACACCATAACTG-3";5-CCC GGATTATGT
CTTTGAAGC C-3" (KIBENGE et al., 1990), especificos
para a regido variavel do VP2, amplificando 248pb
(IKUTA et al., 2001).

A amplificagdo foi realizada de acordo com
MAIJO et al. (2002), com as seguintes condigdes:
desnaturacao a 94°C por 3°, seguida de 40 ciclos de 40”
a 94°C, 90 a 55°C e 60 a 72°C, a extensao final foi
realizada a 72°C por 5°. Posteriormente, o produto do
PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a
2% e corado com brometo de etidio.

Para realizag¢do da RFLP, o produto da PCR
foi digerido com as enzimas de restricdo Dral, Sacl,
Styl, Taql, BstNI e Sspl (New England Biolabs Inc.,
Beverly, MA), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Os fragmentos digeridos foram submetidos
a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% e
visualizados apds coloragdo pela silverstaining. Cepas
variantes A, Bursine 2, variante E foram usadas como
controle na técnica de RFLP (MAJO et al., 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O monitoramento soroldégico de plantéis
avicolas tem por objetivo analisar os niveis de

imunidade materna, determinar imunocompeténcia,
avaliar e reajustar programas de vacinacgdo,
diagnosticar surtos de doenca e avaliar a
biosseguranca na granja (TESSARI et al., 2003). O
ELISA ¢ o teste sorologico rotineiramente utilizado para
detectar anticorpos contra o IBDV, devido ao fato de
permitir o processamento de grande niimero de amostras
simultaneamente (ASHRAF et al., 2006).

Os resultados obtidos na analise sorologica
das 758 amostras de frango de corte, coletadas de aves
em idade de abate estdo demonstrados na tabela 1 e
nas figuras 1 e 2. Do total das amostras de frangos de
corte analisadas, 90,1% foram sorologicamente
positivas. Nas regioes de Feira de Santana e
Alagoinhas, os coeficientes de variagdo (CV) foram de
54% e 70,8%, respectivamente.

O coeficiente de variagdo ¢ uma medida
relativa de dispersdo bastante utilizada para verificar a
uniformidade da resposta humoral e avaliar a eficiéncia
de programas de vacinagdo na avicultura. RISTOW
(2004) classifica os programas de vacinagao de acordo
com o CV em excelente (CV<30%), bom (CV entre 30-
50%), razoavel (CV entre 51-80%) e ruim (CV>80%).
Podemos observar que, dentre as amostras de frangos
de corte, nos 5 municipios estudados, nenhum teve
CV excelente, 20% bom e 60% razoavel e 20% ruim.
Cocficientes de variagdo classificados como bons (30-
50%) demonstram que a imunizagdo do lote foi bem
sucedida por gerar titulos uniformes (OPENGART,
2003). Os dados obtidos neste trabalho demonstram
que ndo existe uniformidade nos titulos de anticorpos
dos lotes comerciais e, portanto, que o programa de
vacinagdo nao conseguiu atingir a protecdo esperada
nos lotes avaliados.

Verificou-se também grande disparidade na
média de titulos nos municipios analisados (Figura 1),
com amostras apresentando titulos inferiores a 2500,

Tabela 1 - Distribui¢ao dos titulos de anticorpos, coeficiente de variagdo, desvio-padrdo e frequéncia de anticorpos em frangos de corte nas

duas regides estudadas.

Regido de Feira de Santana.

Amostras Min-Max Desvio-padrao Coeficiente de Variagdo (%)
Conceigao da Feira 246 1-9.415 2032,1 61,7
Feira de Santana 136 1-6.399 1341,6 46,7
Sdo Gongalo dos Campos 160 1-8.498 1577,6 83,6
Subtotal 542 1-9.415 1765,7 54,0
Regido de Alagoinhas:
Alagoinhas 108 536-12.908 27275 60,7
Entre Rios 108 7-7.092 1886,0 71,8
Subtotal 216 7-12.908 2519,5 70,8
Total 758 1-12.908 2011,9 60,0
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Figura 1 - Distribui¢@o dos titulos de anticorpos contra o virus da Doenga Infecciosa Bursal (IBDV) em frangos de
corte da regido de Feira de Santana e da regido de Alagoinhas com a média de titulos evidenciada.
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valor considerado como limite para lotes vacinados,
sugerindo que parte das aves ndo estava protegida,
podendo ter ocorrido falha na imunizagao. Além disso,
varias amostras apresentaram titulos superiores a 8.000,
sinalizando que deve estar havendo exposigdo ao virus
no campo (BOLIS et al., 2003). Como todos os lotes
foram submetidos a0 mesmo programa de vacinagdo, a
coleta foi feita em aves da mesma idade, essa
disparidade nos titulos ndo era esperada, uma vez que
amédia de titulos de animais vacinados ¢ de 7.000.
Nas cria¢gdes de subsisténcia, os dados
obtidos também sinalizaram que ha necessidade de

maior atengdo por parte das agéncias de vigilancia
epidemiologica, ja que a circulagdo do virus em criagdes
de fundo de quintal pode proporcionar o surgimento
de cepas de maior patogenicidade. Os resultados da
analise das amostras de soro de 320 aves criadas em
sistema alternativo de criacdo estdo representados na
tabela 2 e na figura 2. As aves ndo eram vacinadas e
ndo apresentavam sintomatologia clinica. As duas
regides estudadas apresentaram animais com resultados
positivos, com indices acima de 50%. Do total de 320
amostras, 79,7% foram positivas no ELISA. Observa-
se que nas duas regides foram obtidos elevados CV,
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que sugerem ndo haver resposta imunoldgica uniforme
nas aves frente a possiveis desafios, uma vez que essas
aves nao sao vacinadas.

Estudo de prevaléncia de anticorpos contra
0IBDV realizado por SANTOS et al. (2008) em galinhas
de quintal de 22 municipios no Rio Grande do Sul
revelou positividade em 80,2% das amostras,
demonstrando que o virus esta presente neste tipo de
criacdo. Altas taxas de amostras soropositivas também
foram encontradas em cria¢des de subsisténcia
avaliadas por VOLK (2005), na Eslovénia e, por
HERNANDEZ-DIVERS (2006), no Equador, que
obtiveram em seus estudos 78% e 100% de
positividade, respectivamente. A frequencia alta de
amostras positivas contra o IBDV identificadas em
criagdes de galinhas de quintal indica que o virus circula
nessa populagdo (TAN et al., 2004). A circulagdo do
virus no ambiente em criagdes alternativas pode ser
considerada um risco a industria avicola, uma vez que
os animais que estdo localizados proximos as granjas
de empresas nio apresentam sintomatologia clinica e
considerando a capacidade de disseminagdo do virus
(SANTOS et al., 2008).

A técnica de PCR/RFLP foi utilizada para
identificagdo e genotipagem do IBDV. Os resultados
deste trabalho em frango de corte indicaram a presenca
de padrdes de restricio compativeis com cepas
variantes brasileiras do grupo molecular G15 em 01 pool,
e de cepas vacinais do grupo molecular G3 em 02 pools
de frangos de corte vacinados. Em 03 pools enviados
ao laboratdrio, ndo houve amplificagdo especifica de
acido nucleico do IBDV daregido do gene VP2. Ja na
analise em criagOes de subsisténcia, houve amplificagdo
especifica de acido nucleico do IBDV daregido do gene
VP2 na amostra da regido de Alagoinhas. O grupo
molecular G3 ¢ classificado como um grupo de cepas

vacinais e o grupo molecular G15 ¢ classificado como
grupo de variantes brasileiro com padrdes nio vacinais
e esta disseminado em todo o pais. Esses resultados
demonstram a presenca do genoma viral em criagdes
de frangos de corte e em criagdes de galinhas de quintal,
localizadas no polo avicola da Bahia.

Além da proximidade entre as criagdes
comerciais e de subsisténcia, a presenca de vetores e
reservatérios do IBDV pode favorecer a disseminagéo
da doenga. Estudos anteriores tém sugerido que caes,
aves selvagens, roedores e insetos podem ser
importantes vetores do IBDV (HOWIE & THORSEN,
1981; MCALLISTERet al., 1995; OGAWA et al.,
1998;PAGES-MANTE etal., 2004; PARK etal., 2010). A
viabilidade do IBDV apos passar pelo sistema digestivo
de alguns animais foi demonstrada, sendo estes animais
considerados portadores e/ou propagadores do IBDV
(PAGES-MANTE et al., 2004; PARK et al., 2010).

Apesar do conhecimento do risco
decorrente do surgimento de amostras virulentas e da
possibilidade de transmissdo para aves silvestres, que
podem servir como reservatorio do virus, a relevancia
da enfermidade em criagdo de galinhas de quintal ndo
esta bem definida (JEON et al., 2008).

CONCLUSAO

Neste estudo verificou-se a susceptibilidade
das criagdes comerciais de frangos de corte a IBD,
demonstradas nos testes soroldgicos ¢ na deteccdo
molecular, bem como foi identificado o risco da presenga
do IBDV em criagdes de subsisténcia. Este ¢ o primeiro
relato de detecgdo genotipagem do IBDV em criagdes
de subsisténcia na Bahia. Os resultados obtidos
reforcam a necessidade de monitoramento constante
em ambos os tipos de criagdo, visando a evitar as perdas
relacionadas a essa importante enfermidade.

Tabela 2 - Distribui¢ao dos titulos de anticorpos, coeficiente de variagdo, desvio-padrdo e frequéncia de anticorpos em galinhas de quintal

nas duas regides estudadas.

Regido de Feira de Santana:

Amostras Min-Max Desvio-padrao  Coeficiente de Variagao (%) N® aves positivas (%)

Feira de Santana 30 407-7.024 14539 68,4 30 (100%)

Sao Gongalo dos Campos 139 48-9.370 1973,9 76,5 117 (84,2%)
Subtotal 169 48-9.370 1896,2 75,9 147 (87%)

Regido de Alagoinhas:

Alagoinhas 40 93-4.845 1316,9 114,2 26 (65%)

Irard 111 1-9.727 1937,2 109,8 82 (73,9%)
Subtotal 151 1-9.727 1810,0 112,9 108 (71,5%)
Total 320 1-9.727 1906,6 91,8 255 (79,7%)
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