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Um protocolo de “nested-PCR” para detec¢do do virus da
anemia das galinhas!
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ABSTRACT .- Simionatto S., Lima-Rosa C.A.V,, Rubin L.L. & Canal C.W. 2005. [A nested-PCR protocol
for detection of the chicken anemia virus.] Um protocolo de “nested-PCR” para detecgéo do
virus da anemia das galinhas. Pesquisa Veterinaria Brasileira 25(2):106-110. Laboratério de Virologia,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090,
Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: claudio.canal@ufrgs.br

This paper reports a nested polymerase chain reaction (nested-PCR) protocol for detection of
chicken anemia virus (CAV), the causal 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 520 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 TCID, 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.

RESUMO.- Este trabalho descreve o estabelecimento de um
pro'tocolo de “nested-PCR” para a detec¢ao do virus da anemia
das galinhas (CAV, chicken anemia virus), agente causador da ane-
mia infecciosa das galinhas. Para a extracdo 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
gue amplifica uma regido de 664 pares de bases (pb) do gene
VP1. Paraa “nested-PCR” propriamente dita, foi selecionado um
segundo par que amplifica uma regido interna de 520 pb. A
especificidade dos primers foi avaliada utilizando amostras de
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lotes controlados para CAV. Outras trinta amostras virus e bacté-
rias, causadoras de doengas em aves, nao geraram produto de
amplificagfo. A sensibilidade do teste foi determinada a partir de
dilui¢Bes 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 TCID,, 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 sensi-
vel, rdpido e menos trabalhoso do que o isolamento viral em
cultivo celular.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Virus da anemia das galinhas, CAV,
virologia, diagnostico molecular, “nested-PCR”.

INTRODUGAO

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 Japdo em 1979 (Yuasa et al.
1979). Desde entdo, sua presenca tem sido descrita em criacdes
comerciais em quase todo o mundo (Schat 2003). O genoma do
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CAV é composto de DNA circular de fita simples com aproxima-
damente 2,3 kb, possuindo trés regibes codificadoras sobrepos-
tas para a VP1 (51,6 kDa), VP2 (24,0 kDa) e VP3 (13,6 kDa)
(Noteborn et al. 1991).

A transmissdo do CAV se d& horizontalmente, de aves
infectadas para aves suscetiveis (Yuasa et al. 1980) e verticalmen-
te, de ovos provenientes de aves infectadas tanto soronegativas
(Chettle et al. 1989) quanto na presenca de altos niveis de
anticorpos neutralizantes (Brentano et al. 2005). Por afetar célu-
las do sistema imune, particularmente hemocitoblastos da me-
dula dssea e precursores de linfécitos T no timo, a imunode-
pressdo decorrente favorece o surgimento de infecgdes secun-
darias oportunistas e falhas vacinais (Adair 2000).

Galinhas em todas as idades séo suscetiveis a infeccdo, po-
rém os sinais clinicos manifestam-se quando esta acontece nos
primeiros dias de vida. A infec¢do subclinica é a forma mais
freqliente da doenca, sendo responsavel pelo aumento do indi-
ce de conversdo alimentar e diminui¢do do peso médio, causan-
do prejuizos ao produtor (McNulty et al. 1991).

O diagnéstico de infeccdes pelo CAV é realizado através do
isolamento viral, deteccéo de anticorpos ou identificacdo de seg-
mentos do genoma (Schat 2003). Além de o isolamento viral
apresentar baixa sensibilidade (Cardona et al. 2000), diferencas
genéticas interferem na replicacdo do virus (Renshaw et al. 1996)
0 que impossibilita o isolamento de algumas cepas (Islam et al.
2002). J4 os testes soroldgicos indicam uma exposi¢ao prévia ao
virus e ndo uma infeccdo presente (Schat 2003).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica
molecular que permite a deteccdo do DNA do CAV de forma
rapida e econémica, 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 (Tham & Stanislawek 1992, Todd et
al. 1992, Imai et al. 1998, Cardona et al. 2000, Yilmaz et al.
2001). Alguns pesquisadores, entretanto, somente obtiveram
sucesso a amplificacdo do DNA do CAV quando as aves apresen-
tavam 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 avidria, de
lotes com e sem sinais clinicos da infeccéo.

MATERIAL E METODOS

Infeccdo Experimental

Pintos de ovos 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 solucéo salina tamponada com
fosfato (PBS, 0,15 M NacCl, 0,01 M Na2P04’, 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 1023 doses infectantes
para 50 % dos cultivos celulares (DICC,,), por via intramuscular.

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, baco,
figado, medula 6ssea, bolsa de Fabricio e sangue/soro. A determinagao
do método de extracdo de DNA mais adequado foi, inicialmente,
realizada com fragmentos de 6rgaos e tecidos dos animais inoculados.

A seguir, foram testados amostras de cama avidria, 0rgaos e soros de
galinhas de diferentes lotes provenientes das empresas responsaveis
por mais de 90% da producéo de carne de frangos da Regido Sul do
Brasil. Soros de frangos de corte sem anticorpos para CAV e 0s 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 presenca de anticorpos
contra o CAV durante todo o seu ciclo de vida, como monitorado
através de um kit de ELISA comercial (Kirkegaard and Perry
Laboratories). No Quadro 1 estdo discriminados o nimero e o tipo de
amostras analisadas.

Extracdo de DNA

Quatro diferentes protocolos de extracao de DNA foram testados:
1) extragdo com brometo de cetil trimetil amdnia/cloreto de sodio
(CTAB/NaCl) (Sambrook & Russell 2001); 2) extragdo com fenol/
cloroférmio (Sambrook & Russell 2001); 3) extragdo com dodecil sulfato
de s6dio /EDTA (Hirt 1967); e 4) extragdo com tiocianato de guanidina
(adaptado de Rademaker & Bruijn1997). Cada protocolo foi testado
sobre 200 pL de soro ou 20 mg de 6rgdos (timo, figado, bago, bolsa
de Fabricio e medula dssea), coletados dos animais inoculados
experimentalmente. Os tecidos foram macerados em 200 iL 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 solucdo contendo 0,5 g de cama
ressuspendidaem 5 mL de TE. Ap6s a avaliacdo dos distintos protocolos
de extrac@o 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 iL de solucdo GES (5 M de tiocianato de guanidina, 0,03 M de N-
lauroil sarcosine, 1mM EDTA), sendo o tubo agitado levemente e
incubado a 4 °C por 5 minutos. A seguir, foram adicionados 250 iL de
acetato de aménia 7,5 M, sendo o tubo novamente agitado suavemente
e incubado a 4°C por 5 minutos. Apés, foram adicionados 500 iL 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 iL de isopropanol e lavado com
500 iL de etanol 80%. O sedimento foi ressuspenso em 100 iL 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 sequéncias de DNA do CAV disponiveis no
Genbank® no final do ano de 2002. Os primers CAV7 (5'TTT
CGACATCGGAGGAGACAGG3”) e CAV8 (5"CCTTTTCGCCACCGG
TTCTGGT3"), correspondendo aos nucleotideos 925 a 1589 do ge-
noma da cepa Cux-1 (Genbank acesso nimero M81223), foram usados
na PCR inicial, objetivando a amplificagdo de um segmento de 624
pares de bases; os primers CAV9 (5" CGTATAGTGTGAGGCTGCCG3 ) e
CAV10 (5" GAGAGAAGACTCGCCACGG3") correspondendo aos
nucleotideos 978 a 1517 do genoma da mesma cepa, foram usados
na “nested-PCR”, objetivando a amplificacdo de um produto de 520
pare de bases.

Reac¢des de amplificagdo

APCR inicial foi realizada em um volume final de 25 mL 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 rmol de
cada primer e 0,5 unidades de Taqg DNA Polimerase (Cenbiot, Porto
Alegre, Brasil). A amplificacdo foi executada em um termociclador
GeneAmp PCR System 2400 (Perkin EImer Instruments, USA). A reacéo
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foi realizada com um ciclo de desnaturacéo inicial (94°C, 5 min),
seguido por 25 ciclos de desnaturacdo (94°C, 1 min), anelamento
(64°C, 1 min) e extensao (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 condi¢des 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 reagfes de amplificagédo

A sensibilidade da “nested-PCR” foi determinada através de
dilui¢Bes seriadas (de base 10) da vacina Nobilis CAV P4. Este
procedimento foi repetido cinco vezes de forma independente. A
especificidade foi determinada usando 15 soros de reprodutoras avés
negativas para CAV e 30 diferentes amostras de virus e bactérias
causadoras de doencgas em aves dos seguintes agentes: 1 cepa do
virus da laringotraqueite (Beltrdo et al. 2004), 5 cepas do virus da
bronquite infecciosa, 4 cepas do virus da doenca infecciosa da bolsa,
6 cepas do virus da doenca de Newcastle, 1 cepa de pneumovirus e 1
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 bactérias foram isoladas e cedidas gentilmente
pelo Centro de Diagndstico e Pesquisa em Patologia Aviaria da UFRGS
(CDPA).

Utilizaram-se, em cada amplificagdo, um controle positivo (vacina
CAV P4), um controle negativo (soro de reprodutoras avés negativas
para CAV), e um contendo todos os reagentes da amplificagdo, exceto
0 DNA molde.

Seqiienciamento

Os produtos de amplificacdo da “nested-PCR” dos animais
inoculados experimentalmente foram sequienciados, 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, USA), conforme instrucdes do fabricante. O
sequenciamento do DNA foi realizado em um seqiienciador
automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
USA). Os resultados do sequenciamento foram verificados com a
ajuda do programa Chromas, versdo 1.45 (McCarthy 1996-1998). As
seqliéncias foram alinhadas com as sequiéncias de CAV depositadas
no GenBank com o auxilio do programa Clustal X (Thompson et al.
1997).

RESULTADOS

Quatro métodos de extracao de DNA foram testados, buscan-
do 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 amplificacdo
esperado. Contudo, o DNA extraido pelo protocolo descrito
por Hirt (1967) gerou algumas bandas inespecificas na “nested
PCR”. Os protocolos fenol/cloroférmio e CTAB/NaCl (Sambrook
& Russell 2001) geraram um produto de amplificacdo nitido,
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porém, com intensidade menor do que o produzido pelo pro-
tocolo que utiliza tiocianato de guanidina adaptado de
Rademaker & Bruijn (1997). Este tltimo foi selecionado para os
ensaios posteriores.

N&o foi possivel visualizar produtos de amplificagdo na pri-
meira amplificacdo (PCR) ap0s 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 amplificagdo com tamanho aproximado de 520
pb (Fig.1) em todas as coletas e em todos os 6rgaos testados.
Entretanto, o mesmo produto de amplificacdo foi observado
em algumas amostras dos animais do Grupo A (controle nega-
tivo).

A especificidade do teste foi confirmada com o sequiencia-
mento dos produtos de amplificacdo dos dois grupos de animais
inoculados experimentalmente. As sequiéncias obtidas indicaram
gue os dois grupos de animais foram infectados com uma cepa
de CAV idéntica & vacinal, utilizada na inocula¢éo do Grupo B.

A sensibilidade da “nested-PCR”, determinada a partir de di-
luicBes seriadas da vacina para CAV, foi de 0,16 TCID,,. Nao
foram gerados produtos de amplificacdo a partir do DNA extra-
ido de 15 soros de lotes de reprodutoras avds controlados para
CAV e das 30 amostras de virus e bactérias utilizadas para avaliar
a especificidade da reacéo.

520 ph

Fig.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 extracdo de DNA, PCR e “nested-PCR”,
respectivamente.

Quadro 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 NUimerode NUmero Amostras
amostras  delotes positivas
Camaaviarial5 15 15
Soro de frangos de corte 20 3 20
Soro de matrizescomanticorpos 20 4 7
Soro de avos negativas para CAV 15 2 0
Orgaos 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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O DNA do CAV foi detectado na maioria das amostras testa-
das no presente trabalho. As amostras positivas eram de aves
pertencentes a 40 dos 47 diferentes lotes testados (Quadro 1).
Todas as empresas investigadas tiveram pelo menos um lote po-
sitivo para o CAV.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Estudos anteriores utilizando testes de ELISA para a deteccdo 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
presencga do CAV através da deteccdo do DNA deste agente, inici-
almente em pintos infectados experimentalmente e, subseqien-
temente, em amostras de galinhas de criacdes comerciais e em
amostras de cama utilizadas nestas cria¢fes. A primeira etapa
consistiu em verificar qual protocolo de purificagdo de DNA se-
ria 0 mais adequado para a extracdo de DNA viral a partir de
diversos tipos de amostras de tecidos de aves. Constatou-se que
0 DNA purificado por tiocianato de guanidina adaptado de
Rademaker & Bruijn (1997) gerou uma maior quantidade de pro-
dutos de amplificacdo na “nested-PCR” sem o aparecimento de
bandas espurias, razdes pelas quais o mesmo foi adotado paraa
continuacdo deste estudo. Além disso, este protocolo mostrou-
se mais rapido e econdmico do que os demais testados. Estas
caracteristicas sdo importantes na implementacéo de uma técni-
ca adaptavel a rotina diagnostica do laboratorio.

O protocolo utilizado permitiu a extragcdo de DNA viral ade-
quado para as rea¢des de amplificagdo, a partir de tecidos, soro
e amostras de cama aviaria. Este foi o primeiro trabalho que
descreveu a deteccdo do DNA do CAV a partir de cama aviéria. O
CAV ¢ resistente no meio ambiente (Schat 2003), além de ser
excretado nas fezes em grandes quantidades (Hoop 1992). Des-
tamaneira, a utilizagdo de cama aviaria para a detec¢éo do virus
possui algumas vantagens, ja que ndo requer o sacrificio e nem
necropsias de animais, além de permitir aamostragem 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 préatica na rotina diagndstica,
uma vez que sao necessarios dias para a multiplicagdo do virus,
0 que torna o diagnéstico mais demorado e oneroso. Além dis-
s0, algumas amostras ndo replicam em cultivos celulares (Islam
etal. 2002), podendo gerar resultados falsos negativos.

Considerando que as amostras de CAV circulantes no Brasil
poderiam apresentar diferencas genéticas em relacéo as que
apresentam sequéncias disponiveis no Genbank, buscou-se esta-
belecer uma reagdo que diminuisse os riscos de obtencgédo de
resultados falsos negativos e a0 mesmo tempo proporcionando
uma alta especificidade e sensibilidade. Nesse sentido, seleciona-
ram-se primers de sequéncias conservadas do gene que codifica
a VP1. Associando uma extracdo de DNA eficiente e condicOes
ideais de amplificacdo, foi possivel desenvolver uma “nested-
PCR” com sensibilidade equivalente a detecgéo de 0,16 DICC,
em cultivos celulares Outros protocolos descritos foram capa-
zes de detectar aproximadamente 100 cépias do genoma (Tham
7 Stanislawek 1992), ou 100 a 200 moléculas de DNA (Cardona
etal. 2000), ou 10%° DICC,,, (Imai et al. 1998). Davidson et al.

(2004) utilizando um protocolo descrito por Imai et al. (1998),
nao 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 infeccdo causa imunodepressdo (Adair 2000, Schat 2003),
potencializa infecces causadas por patdgenos oportunistas
(Could et al.1992a,b, Miles et al. 2001, Davidson et al. 2004) e
provoca diminuicdo da eficiéncia de vacinas (Schat 2003). Desta
forma, o diagnostico de formas subclinicas da infeccdo em lotes
com baixo desempenho é importante para identificar as causas
de perdas econémicas, ja que 0s 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 a utilizagdo de testes de diagnostico baseados na
deteccdo de anticorpos pode ser pouco informativa no
monitoramento das infecc6es causadas por este virus.

A alta sensibilidade da “nested-PCR” também é uma caracte-
risticaimportante nas investigacoes que visam determinar a trans-
missdo vertical do virus ou a provavel laténcia do mesmo (Todd
etal. 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
soroconversao, como igualmente observado por outros auto-
res (Cardona et al. 2000). Nesse sentido, os resultados aqui obti-
dos 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 progé-
nie. A transmissdo vertical € a mais preocupante, ja que os sinais
clinicos séo mais acentuados quando a infeccao acontece nos
primeiros dias de vida (Schat 2003). A detec¢do do DNA de CAV a
partir de soro podera ser usada como ferramenta para futuros
estudos sobre transmissao vertical e persisténcia do virus ap6s a
soroconverséo.

A contaminacéo dos animais controle utilizados na infec¢éo
experimental, provavelmente, ocorreu devido a contaminacéo
cruzada durante o experimento. Os resultados do seqliencia-
mento reforcam essa hipdtese, visto que os animais deste grupo
apresentaram um produto de amplificagdo com seqiiéncia idén-
tica a da amostra vacinal. Estes achados refor¢am a alta capaci-
dade de disseminacao deste virus e a necessidade da utilizacao
de medidas de biosseguranga rigorosas para evitar a dissemina-
cao deste virus entre os plantéis (Schat 2003).

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem con-
cluir que a “nested-PCR” estabelecida para o CAV foi especifica e
sensivel, possibilitando a detecgao do agente em infeccdes clini-
cas e subclinicas, em aves com e sem anticorpos e na cama em-
pregada em sua criacdo. Constatou-se que o virus esté presente
na maioria das empresas avicolas da Regido Sul do Brasil
investigadas.
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