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REZUMAT

Bronsita infectioasa aviara (BI) este una dintre cele mai importante boli ale
pasarilor, declarabila la OIE, care determina pierderi masive din punct de vedere
economic In industria avicold. Boald foarte contagioasd, cauzatad de un coronavirus
(IBV), bronsita aviara are o evolutie clinica acuta, ce afecteaza portiunea superioara a
aparatului respirator la gdini, dar si la alte specii de pasari.

Virusul (IBV) este prezent pe intreg mapamondul, fiind transmis prin inhalare
sau prin contact direct cu pasari bolnave ori dejectii contaminate, echipamente sau
orice alte materiale care au intrat in contact cu virusul. Transmiterea verticald a
virusului prin embrioni nu a fost identificatd, insa virusul poate fi prezent pe suprafata
cojii oudlor de incubatie dupa eliminarea sa din oviduct sau tubul digestiv (Lukert,
1965).

Rata mare de replicare a virusului are ca rezultat aparitia de mutatii genetice
sau recombinadri ale genomului, ceea ce conduce la aparitia de noi genotipuri virale
(actualmente, peste 50)(Khataby si colab., 2011, 2020). Acest fenomen este demn de
luat in considerare in cadrul gestionarii focarului de boald dar si in prevenirea
evenimentelor morbide ulterioare. Cu toate cd vaccinurile vii atenuate s-au dovedit
foarte eficiente, inducand o imunitate puternica, protectia se asigura doar in cazul
interventiei genotipului prezent in vaccinul aplicat In efectiv (Dhinaker si Jones, 1997).

Pe langa acest risc reprezentat de absenta protectiei incrucisate, in elaborarea
programelor de prevetie si control, precum si la conceperea unor noi vaccinuri, trebuie
avute in vedere riscul potential de revenire a patogenitatii tulpinii vaccinale, riscul
reprezentat de protocoale de vaccinare inadecvate datoritd interferentei anticorpilor
maternali respectiv potentiale recombindri care pot avea loc (Bande si colab., 2015,
2016, Cavanagh si colab., 1998, 1999, Mockett si colab., 1987, Mondal si Naqi, 2001). in
ciuda similitudinilor genetice semnalate intre IBV si SARS-CoV-2 (Al-Jameel si Al-
Mahmood, 2020) virusul bronsitei infectioase aviare (IBV) nu prezintd riscuri
recunoscute pentru sandtatea umana (Ignjatovic si Sapats, 2000).

La puii tineri, IBV produce leziuni ale aparatului respirator superior. In plus
mai pot aparea reducerea consumului de furaj si sciderea ratei de conversie a acestuia,
afectand astfel productia In cazul puilor pentru carne. Mai mult, infectia creeaza
predispozitie pentru infectii oportuniste, secundare, ce pot determina aerosaculite,
pericardite sau perihepatite (Lambrechts si colab., 1993, Loomis si colab., 1950, Lucio
si Fabricant, 1990, Rosenberger si Gelb, 1987, Tottori si colab., 1997).

In efectivele de reproducitori sau gaini oud consum, infectia poate determina
scaderea productiei de oua cu pana la 70% sau afectarea calitatii cojii oudlor. Virusul
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se poate replica in oviduct si determina aparitia de leziuni permanente la pasarile
imature si tineret avand ca efecte reducerea productiei de oua pe o perioada lunga de
timp sau stoparea totald a productiei, determinand aparitia de pasari ,false oudtoare”.
Ouale provenite de la efective de pasari ce produc coaja pigmentata vor fi decolorate
(Crinion, 1972), iar albusul va avea o consistentd apoasa. Productia de oua isi poate
reveni dar poate de asemenea ramane scazuta la efectivele cu susceptibilitate ridicata
(Otsuki si colab., 1990).

Distributia geograficd in continua schimbare a genotipurilor IBV sustine
importanta diagnosticului timpuriu de certitudine in unitatile de crestere a pasarilor.
Astfel, de exemplu, tulpini care au aparut in China s-au raspandit apoi, ducand la
pagube economice Insemnate in restul continentului asiatic, in Federatia Rus3, dar si In
Europa (Mahmood si colab. 2011, Bochkov si colab. 2006, Beato si colab., 2005,
Worthington si colab., 2008, Irvine si colab., 2010, Sigrist si colab., 2012).

Lucrarea este constituita din alaturarea unor studii publicate, incluse in lista
de lucrari prezentata in teza.

Scopul acestui studiu a fost acela de a obtine izolate IBV din teren, de la
diferite ferme comerciale unde s-au inregistrat pierderi pe fluxul tehnologic, asociate
clinic cu infectiile de bronsita infectioasa aviara. S-a urmarit astfel:

1. Identificarea moleculara (prin testul RT-PCR) si serologica (prin testul de
virus neutralizare si testul ELISA) a genotipurilor de virus al bronsitei
infectioase aviare circulante in Romania si includerea acestora intr-un arbore
filogenetic.

2. Analiza filogenetica a izolatelor pentru determinarea relatiilor de inrudire
dintre tulpinile izolate si cele de referinta.

3. Identificarea eventualelor serotipuri distincte care pot fi prezente pe teritoriul
Romaniei si stabilirea patotipului caruia 1i apartin.

4. Efectuarea unei harti genogeografice a genotipurilor de virus al bronsitei
infectioase aviare identificate in Romania.

5. Evaluarea nivelului de protectie indusa de vaccinurile disponibile impotriva
infectiei cu serotipurile majoritare identificate in Romania.

Studiile prezentate in cadrul tezei au fost efectuate pe perioada doctoratului
(2013-2017), in cadrul Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara Cluj-
Napoca, Facultatea de Medicina Veterinara, Departamentul de Boli Infectioase,
laboratoarele GD Animal Health Laboratory, Deventer, Olanda.

Teza intitulata “ Identificarea serologica si moleculara a tulpinilor de virus al
bronsitei infectioase aviare In Romania” este structuratda in doua parti principale:
stadiul actual al cunoasterii ce acopera doua capitole si contributia personald care
cuprinde 8 capitole. Teza se extinde pe 114 pagini, incluzand 17 de tabele, 25 de figuri
si 245 de referinte bibliografice.
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Prima parte a tezei (Stadiul actual al cunoasterii), rezuma informatii din
literatura de specialitate despre caracteristicile virusului bronsitei infectioase aviare,
despre impacul economic si etiopatogeneza bolii, precum si despre diagnosticul si
strategiile de control ale bolii. Capitolul 1 contine informatii despre istoricul IBV,
etiologie si taxonomie, caracteristicile generale ale coronavirusurilor, interactiunea
IBV cu sistemul imun, tabloul clinic si lezional si tehnici de diagnostic imunologic si
biochimic. Capitolul 2 prezintd date din literatura in ceea ce priveste diversitatea
genetica a tulpinior circulante de IBV pe diferite continente si in tari diferite.

A doua parte (Contributia personald) e structurata in 8 capitole si include
motivatia, obiectivele si modelul de studiu (Capitolul 3), urmate de Metodologia
generald a cercetdrii (Capitolul 4) si cercetarea propriu-zisa descrisa in Capitolele 5-
8. Concluziile generale si recomandarile sunt prezentate in Capitolul 9, iar
originalitatea si contributiile inovative in Capitolul 10. Sursele bibliografice citate sunt
reprezentate de 245 de titluri.

Daca in tdrile invecinate studiile au dovedit atat prezenta genotipurilor majore
dar si au fost identificate genotipuri specifice, este posibil ca si In Romania unde
industria avicolda este foarte dezvoltatd sa se petreacd aceeasi succesiune de
evenimente. Aplicarea testelor moderne de diagnostic direct (identificarea virusului) si
indirect (identificarea anticorpilor ati IBV) sunt esentiale pentru implementarea
corecta a protocoalelor de preventie si de control al bolii pe termen scurt, mediu si
lung.

Capitolul 3 prezinta modelul de studiu care incadreaza cercetdrile efectuate,
prezentate in capitolele ulterioare. Modelul include obiectivele generale le studiului,
elucidate prin implementarea protocolului de prelevare a probelor si a testelor
serologice si biochimice de diagnostic (Fig.1). Aplicarea acestui model a permis
circumscrierea etapelor de lucru si stabiirea interelatiei dintre acestea, cu
monitorizarea continua a eficientei masurilor preventive si de control pe parcursul
efectudrii intregii cercetari.

Metodologia de prelevare a probelor, astfel incat datele obtinute sa fie
acoperitoare pentru intregul teritoriu al Romaniei sau fost elaborate in Capitolul 4.
Probele corespunzatoare pentru identificarea IBV este necesar sa fie recoltate cat mai
aproape de momentul aparitiei semnelor clinice. Lantul frigorific de la pasare la
congelator trebuie mentinut In conditii corespunzatoare care sa asigure persistenta
virusului pana la testare. Probele au fost prelevate in decurs de trei ani consecutivi
(2013-2015) de la ferme din Romania care s-au confruntat cu episoade de bronsita
infectioasa aviara.
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Fig. 1. Model de integrare a genotipurilor circulante de IBV in Romania

Ulterior, cercetarea a fost reluata la nivelul anului 2017. Pentru facilitarea
prelucrarii datelor si a evaluarii comparative a distributiei IBV in teritoriu, in cadrul
acestei cercetari doctorale au fost luate In considerare patru zone principale, dupa cum
urmeaza: Q1-Nord Vest, Q2-Nord Est, Q3- Sud Est si Q4-Sud Vest (Fig. 2). Au fost
prelucrate in total 5903 probe.

Au fost recoltate tampoane cloacale, traheale si probe din rinichi, atat de la pui
de gdina cat si de la pasari adulte, localizate in cele patru regiuni si 33 de ferme.
Fermele au diferit prin categoria de varsta si tehnologia de crestere aplicati. In toate
aceste ferme, la pasarile bolnave au fost observate semne clinice precum respiratie
suieratoare (weezing), stranut, si raluri bronhiale, pierdere in greutate, scaderea
productiei de oud, modificiri apirute la nivelul cojii oudlor. In unele cazuri,
simptomatologia a fost necaracteristica, necesitind investigatii suplimentare de
laborator in directia prezentei unor agenti bacterieni sau virali asociati.
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Fig.2. Zone majore de prelevare probe din ferme in care a evoluat IBV

Capitolul 5 descrie distributia regionala a tulpinilor de virus al bronsitei
infectioase in Romania. Pentru scopurile acestui experiment, probele au fost prelevate
in 2017, de pe intregul teritoriu al Romaniei, divizat in patru regiuni principale: Q1-
Nord Vest (n=78), Q2-Nord Est (n=68), Q3- Sud Est (n=173) si Q4-Sud Vest (n=53). Au
fost recoltate tampoane cloacale, traheale si probe din rinichi, atat de la pui de gaina
cat si de la pasari adulte, localizate in 33 de ferme. Fermele au diferit prin categoria de
varstd exploatati si tehnologia de crestere aplicatd. In toate aceste ferme, la pasarile
bolnave au fost observate semne clinice precum respiratie suieratoare (wheezing),
stranut, si raluri bronhiale, pierdere in greutate, sciderea productiei de oua, modificari
aparute la nivelul cojii oudlor.

Probele au fost prelucrate prin tehnica RT-PCR. Din toate prelevatele s-au
realizat probe comune (grupate cate 5) si acestea au fost transferate si prelucrate apoi
pentru diagnostic in laboratoarele GD Animal Health Laboratory, Deventer, Olanda. S-a
efectuat extractia acidului nucleic cu High Pure Viral Nucleic Acid kit (Roche
Diagnostics, USA) conform instructiunilor producatorului.

Pentru testul RT- PCR propriu zis si secventierea ulterioara au fost utilizate
doua teste reverstranscriptazice, un RT-PCR genotip specific pentru D1466 si un RT-
PCR general care a dus la generarea unui fragment de aproximativ 350 perechi de baze
(bp) ale genei S1 cu primerii XCE1l+ (CACTGGTAATTTTTCAGATGG) si XCE3-
(CAGATTGCTTACAACCACC)(Cavanagh si Davis, 1992, Cavanagh si colab., 2007).
Ampliconii S1 au fost separati Intr-un gel de agaroza de 1% si vizualizati cu ajutorul

Vv



Valentin Tudor

coloratiei utilizand bromura de ethidiu (0.50 pg mL-1) si transluminare in lumina UV.
Ampliconii purificati au fost secventiati (BaseClear, Leiden, Netherlands) folosind atat
primerii XC1+ cat si XCE3-. Datele obtinute prin secventiere au fost aliniate prin
utilizarea unui computer software Bio Numerics (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium)(Tudor si colab., 2017, Saadat si colab., 2017).

Simultan, pe probele prelevate din unitatile de crestere au fost efectuate teste
bacteriologice specifice, pentru verificarea prezentei agentilor din familiile
Enterobacteriaceae, genul Salmonella si Mycoplasmataceae, genul Mycoplasma.

Intocmirea bazei de date si prelucrarea rezultatelor preliminare s-au efectuat
in programul Microsoft® Office - Excel. Variabilele cu distributie normald au fost
caracterizate de medie si deviatie standard. Pentru evaluarea semnificatiei statistice a
diferentelor intre regiuni in prevalenta diferitelor variante de tulpini identificate s-a
recurs la testul t Student. S-au alocat scoruri de prevalenta variantelor IBV izolate pe
regiuni (Q1-Q4). pentru facilitarea interpretarii matematice a rezultatelor. Astfel,
tipului celui mai frecvent identificat i s-a atribuit scorul 4, celui mar rar identificat, 1,
iar absenta a fost notata cu 0.

Corelatia intre regiuni a fost calculata folosind programul Excel iar pentru
verificarea proportionalitdtii directe sau inverse dintre variabile, a gradului de
dependenta dintre acestea, s-a folosit coeficientul de corelatie Pearson. Semnificatia
diferentelor a fost interpretata conform tabelului de valori critice pentru corelatia
Pearson.

Testele bacteriologice au indicat prezenta simultand a genurilor Salmonella si
Mycoplasma, cel mai probabil din speciile S. gallinarum/pullorum si M. gallisepticum, a
caror implicare in patologia aviara este recunoscuta, aparand in mod obisnuit tulburari
ale ouatului in fermele de pasari crescute cu acest scop. in zona de NV a Romaniei (Q1,
n=78) 33 de probe (42,3%) au fost pozitive pentru prezenta IBV. Procentele globale de
seropozitivitate din Q1 au indicat faptul ca tulpinile IBV 4-91/793B (n=9)(27,27%/33
probe; 11,54%/78 probe) si 1/96 (n=6)(18,18%/33 probe; 7,7%/78 probe) au avut
incidenta cea mai mare.

Din totalul de 18 probe pozitive la RT-PCR, 9 au prezentat omologie 100% cu
tulpina 4-91/793B, 4 probe au prezentat omologie 99.4% cu tulpina 4-91/793B si 5
probe 98.5% omologie cu 4-91/793B. Prevalenta tulpinii QX (D388) a fost de 96.0%
(n=5). Incidenta tulpinii IBV Massachusetts (M41) a fost de 99.1%.

In zona de NE a Romaniei (Q2) 42, din probele testate pentru IBV au fost 100%
pozitive. Prevalenta globala combinata a IBV 4-91/793B a fost de 100%.

Similar, in zona de SE a Romaniei (Q3), 35 dintre probele testate au fost
pozitive pentru prezenta IBV, inregistrandu-se o prevalenta de 100% (n=5, 14,28%/35
probe; 2,9%/173 probe), dar pentru tulpina 1/96. Sase din probe au prezentat 99,7%
omologie cu IBV 4-91/793B (17,14%/35 probe; 3,47%/173 probe) iar alte 6 probe
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99,1% omologie cu IS/1494 /06 (17,14%/35 probe;3,47%/173 probe). Prevalenta IBV
Massachusetts a fost de 97.6% (n=7)(20%/35 probe; 4,05%/173 probe).

In zona de SV a Romaniei (Q4), din totalul de 53 probe, 58% (n=31 probe) au
fost pozitive pentru prezenta IBV. Zece probe au demonstrat omologie de 100.0% cu
tipul 4-91/793B, 8 probe omologie de 99.7% cu 4-91/793B, 5 probe in amestec: 97.0%
omologie cu 4-91/793B si 99.4% omologie cu QX, in timp ce 5 probe au prezentat
omologie de 100.0% cu 1/96 iar 5 probe, omologie de 98.3% cu Xindadi (Tabel 1).
Corelatiile calculate intre zone sunt prezentate in tabelul 2.

Tabel 1. Distributia tulpinilor identificate pe regiuni

43% 57% QX; 4-91/793B; 1/96;
(NW) Mass
[Q2NE) 42 42 0 100% 0 4-91/793B
Q3 (SE) 173 117 11 68% 32% Mass, 4-91/793B;1/96;
1S/1494/06
Q4 (SW) 53 30 20  58% 42% 4-91/793B;

4-91+QX;1/96; Xindadi

Tabel 2. Semnificatia statistica a coeficientilor de corelatie r intre tulpinile izolate, pe regiuni
Q Q1Q2 Q1Q3 Q1Q4 Q2Q3 Q2Q4 Q3Q4
R | 0.7 | 0.15* 0.66** | 0.29* | 0.52* | -0.56**

*-0.01, **-0.001

Prin aplicarea a doua tipuri de RT-PCR si evaluarea tulpinilor din 33 de ferme,
s-a constatat dominanta tipului 4/91.

Cu toatea aceste, patotipuri precum Xindadi - neintalnite anterior in Romania
si probabil importat din Turcia, sau tipul D1466, mentionate in alte tari europene, nu s-
au suprapus peste tulpinile vaccinale utilizate i1n Romania, ducind la o exprimare
clinica a bolii cu grade diferite de gravitate, sustindnd caracterul versatil al IBV si
potentiale recombinari in curs, in ciuda “afilierii” geografice a unor variante.

In Capitolul 6 au fost evaluate alteririle tiparelor patologice prin interventia a
diferitelor patotipuri IBV la gainile din Romania. Pentru aceasta, materialul biologic a
provenit din in mai multe ferme de pui, In care pasarile au fost vaccinate cu tulpina
H120. In aceste locatii, leziunile macroscopice relevate la necropsie au fost atipice
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pentru infectia cu IBV, incluzand aerosaculitd si congestie a mucoasei intestinale,
plamani congestivi, oviduct chistic, leziuni renale, involutia ovarului si mortalitate
crescutd. Probele au fost supuse investigarii prin testul de virus neutralizare conform
Manualului de diagnostic al OIE, precum si testdrii prin RT-PCR, asa cum s-a descris
anterior (Capitolul 5). Testul de neutralizare a virusului a indicat prezenta
anticorpilor impotriva IBV M41, o tulpind patogend comuna pe continentul nord-
american si a IBV 793B (4/91), comuna pentru Europa, in timp ce anticorpii IBV 1/96,
D388 si Italia-02 sub limita pozitiva. Testul RT-PCR a identificat prezenta tulpinilor
vaccinale M41 si 793B (4/91), o tulpind IBV recombinantd, situata intre IBV 4/91
velogen si IBV QX, precum si omologie de masa si Xindadi. S-a sugerat ca tulpina
[S/1494 /06 identificata provine din Turcia.

Urmadrind dinamica izolatelor pe zone si pe ani de studiu, se poate observa ca
pentru zona Q1, in anul 2014, singurul in care s-a efectuat PCR, s-a observat o omologie
ridicata, 98-99%, cu tulpina patogena clasica, respectiv cu tulpina vaccinala 793B
(4/91) aizolatelor.

Daca in primul an (2013), in zona Q2 nu se detecteaza IBV prin PCR, in anul
urmator apare o omologie de 99% cu tulpina patogena 4/91, de 98% cu tulpina
patogena Massachusetts si de 99% cu tulpina patogena D274, indicand o potentiala
cauza pentru varietatea simptomatologiei inregistrate. Profilul tulpinilor intilnite se
modificd In ultimul an, locul tulpinilor mentionate anterior fiind preluat de tulpina
velogena IB-Q1 chineza.

Pentru zona Q3, similar zonei Q2, primul an se caracterizeaza prin absenta
izolatelor IBV, in timp ce in al doilea an apare o multitudine de tulpini prezentand
omologie de: 97-99% cu tulpina vaccinala D388, nedepistata prin VN,100% cu tulpina
vaccinald 4/91 si 99% cu tulpina vaccinala Massachusetts. Si in cazul acestei zone,
dinamica circulatiei tulpinilor este modificatd in al treilea an al studiului, fiind
identificate omologii de 99-100% cu tulpina vaccinala H120, respectiv de 98% cu
tulpina vaccinala Clone D274. In zona Q4 nu s-a efectuat testul PCR in perioada inclusa
in studiu.

Cercetarile efectuate postvaccinal au indicat esecul tulpinii vaccinale H120
utilizate In unele circumstante de a oferi o protectie incrucisata eficienta impotriva
tulpinilor patogene ale bolii detectate In zona respectiva si subliniaza necesitatea
continudrii studiilor aprofundate privind corelatiile potentiale ale diferitelor teste de
diagnostic cu tabloul clinic atipic al bolii.

In Capitolul 7 a fost investigatd, in cadrul unui studiu de caz, prevalenta
patotipurilor/protectotipurilor IBV intr-o ferma de pui din nord-vestul Transilvaniei.

Probele au fost colectate dintr-o ferma de pui de carne cu o productie de 2,5
milioane de pui/serie. Vaccinarea impotriva IB a fost efectuata utilizdnd Intr-o
perioada de aproximativ 4,5 ani inainte de efectuarea prezentei crcetari, a tulpinilor de
vaccin Ma5 si 4/91 administrate in prima zi de viata, cu rezultate bune in protectia
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pasarilor vaccinate. Din motive economice, s-a recurs la modificarea tulpinilor de
vaccin selectate de catre fermier, modificare ce a declansat evenimentele morbide
ulterioare.

In timpul episodului patologic descris in acest capitol, pisarile au prezentat
semne clinice neconcludente pentru o anumita boala infectioasa si de aceea s-a recurs
la efectuarea unui diagnostic complex, incluzand testari in directia 1BV, Salmonella
enteritidis, S. typhimurium si S. gallinarum, Mycoplasma synovie si M. gallisepticum,
virusului bolii Gumboro, virusului bolii Newcastle si reovirusului. Ca teste de
diagnostic au fost aplicate in acest studiu RT-PCR si secventierea pentru detectarea
IBV, precum si virus neutralizarea prin metoda beta, deja descrisa (Capitolul 6).
Pentru detectarea celorlalti potentiali agenti de infectie secundara s-a utilizat testul
ELISA pentru M. synovie si M. gallisepticum (Idexx Mg / Ms Ab Test), reovirus (Idexx
Reo Ab Test), boala Gumboro (Idexx Ibd Ab Test), Salmonella enteritidis, S.
typhimurium si S. gallinarum ((Salm Gp D) Salmonella Group D Antibody test Kkit,
BioCheck, UK)) pentru detectarea anticorpilor fatd de infectia cu virus ND a fost
utilizata reactia de inhibare a hemaglutinarii. PCR a fost, de asemenea, utilizat pentru
detectarea M. synovie si M. gallisepticum respectiv a salmonelelor.

Rezultatele neutralizarii virusului au indicat prezenta IBV M41, o tulpina
patogena comund pentru continentul nord-american si a IBV 4/91, comuna pentru
Europa si, de asemenea, o tulpind vaccinald, in timp ce anticorpii IBV anti-D388 si
Italia-02 au fost sub limita pozitiva.

Prin aceasta tehnica, titrurile pentru IB D388 precum si cele pentru IB Italia 02
s-au situat in totalitate sub valoarea 7. In cazul IBV 4/91, titrurile au fost mai mari
pentru 8 esantioane decat pentru tulpinile anterioare si similare cu cele pentru IB
D388 si cele pentru IB Italia 02, pentru alte doua. Desi IBV 4/91 a fost folosit anterior
ca tulpind vaccinala in fermd, timpul scurs post-vaccinal nu a justificat prezenta sa in
timpul studiului. Toate tipurile intalnite ar putea fi considerate mai degraba patotipuri
decat protectotipuri, tulpina vaccinala utilizatd in ferma fiind diferita de serotipurile
izolate si In prezenta unor semne clinice sugestive. RT-PCR nu a detectat IBV D1466
sau altele in probe comasate. Testul PCR efectuat pe aceleasi probe care au fost
utilizate pentru VN a furnizat rezultate negative pentru probele comasate pentru
detectarea IBV. Tulpinile IBV au fost comparate cu arborele filogenetic furnizat de
Mark Jackwood (http://www.infectious-bronchitis.com/phylogenetic-tree.pdf). Este
de asemenea evidenta prezenta unui numar mare de agenti patogeni asociati, ducand
la complicarea/agravarea tabloului clinic si leziunilor anatomopatologice Inregistrate
pe parcursul episodului. Astfel, Salmonella enteritidis, S. typhimurium si S. gallinarum,
M. synovie au fost prezente impreuna cu un reovirus, virusul bolii Newcastle si virusul
bolii Gumboro. Cu toate acestea, M. gallisepticum a fost absenta atat in testul ELISA, cat

IX


http://www.infectious-bronchitis.com/phylogenetic-tree.pdf

Valentin Tudor

si prin tehnica moleculara PCR. Patotipurile prezente in efectivul studiat nu au fost
superpozabile peste potentialele protectotipuri, ci mai probabil au fost reprezentate de
serotipurile sdlbatice, Impotriva carora vaccinarea aplicatd nu a asigurat o protectie
eficienta.

Ultimul capitol al tezei, Capitolul 8, a avut ca scop investigarea prevalentei
reale a IBV in doua ferme, la gainile si parintii de pui broiler, unde problemele de
sdnatate par sa fie cauzate de un complex de cauze variate. Cercetarile au fost efectuate
in doi pasi, primul (A) incluzand o ferma de pui broiler, unde vaccinarea s-a efectuat cu
combinatia de tulpini Ma5 si 4/91, iar al doilea, pasul (B), o ferma de gaini ouatoare,
unde vaccinarea s-a efectuat cu IB Primer, IB Ma5, IB 4/91, vaccinul anti-IBV
monovalent inactivat in perioada cresterii si vaccinarea anti-IBV la fiecare 2 luni in
perioada de productie. Rezultatele au fost interpretate in ambele ferme pe baza
examenelor clinice si a morfopatologiei macroscopice, in concordantd cu rezultatele
PCR pentru a confirma cauzele microbiene si succesiunea lor in episodul morbid si
pentru a elabora programul de control optim personalizat pentru fiecare dintre cele
doua ferme.

In ferma A, leziunile au fost atipice pentru IB, constind din semne de gravititi
diferite la anumite pasari (inflamatia sacilor aerieni, de la o usoara congestie a
intestinului la enterita catarala si hemoragica etc). La unele dintre pasari, au fost
prezente infectii secundare exprimate prin leziuni macroscopice traduse prin depozite
mai mult sau mai putin abundente de fibring, intalnite in infectia cu E. coli (Smith si
colab., 1985), leziuni distrofice la nivelul rinichiului si tulburari respiratorii.
Examinarile virusologice si PCR repetate au dus In cele din urma la identificarea unei
tulpind recombinanta de IBV, rezultand ca o incrucisare intre IBV 4/91 velogenic si IBV
QX.

in Ferma B, rezultatul examinirilor clinice a indicat sciderea brusci a
productiei de oud cu aproximativ 10 pana la 15% la toate grupele de varsta (30 de
sdaptamani, 50 de saptamani si 68 de saptamani), cu modificari ale aspectului si
consistentei cojii oualor. Testul PCR a indicat prezenta unei tulpini IB care prezinta o
omologie de 96% cu tulpina IB QX.

in fermele investigate, pe fundalul protocoalelor de vaccinare aplicate in
conformitate cu tehnologia de exploatare specifica, modificarile patologice complexe
care au aparut au inclus ca si cauza microbiana tulpini salbatice de virus IBV (QX),
sustindnd caracterul sdau versatil si potentialele recombindri care apar in ciuda
unicitatii tulpinilor afiliate diferitelor zone geografice.

In baza rezultatelor obtinute se poate concluziona (Capitolul 9) ci variantele
IBV depistate prin prin RT-PCR in Romania, sunt raspandite pe intregul teritoriu, cu
dominanta tipului 4/91, fiind obtinute informatii utile pentru imbunatatirea masurilor
preventive si de control ale bolii, individualizate pentru fiecare zona in parte. Similar,
personalizarea protocoalelor de vaccinare pe ferme, dependent de regiunea unde sunt

X



Identificarea serologica si moleculara a tulpinilor de virus al bronsitei infectioase aviare in
Romaénia

localizate, permite upgradarea strategiilor globale de control al bolii la nivel national.
Cu toate ca tulpina 4/91 este prevalentd, patotipuri precum Xindadi - neintalnite
anterior In Romania si probabil importat din Turcia, sau tipul D1466, mentionate in
alte tari europene, nu s-au suprapus peste tulpinile vaccinale utilizate in Romania. S-a
stabilit ca patotipurile nou detectate in Romania duc la o exprimare clinica cu grade
diferite de gravitate a bolii, sustindnd caracterul versatil al IBV si potentiale
recombinari in curs, in ciuda ,afilierii” geografice a unor variante.

Identificarea a multiple tulpini vaccinale sau patogene in teritoriul investigat,
cu modificari anuale in structura viromului IBV, dependente si de zona (Q1-Q3),
pledeaza pentru asocierea tabloului clinic atipic si variabil cu patotipurile prezente,
tulpinile silbatice inducand o patologie mai grava. In cadrul studiului clinic, dupa
testele de laborator, etiologia s-a dovedit a fi mult mai complexad, multimicrobiana,
incluzand genurile Salmonella, Mycoplasma dar si E. coli. Cercetarile efectuate
postvaccinal au indicat esecul tulpinii vaccinale H120 de a oferi o protectie incrucisata
eficienta Impotriva tulpinilor patogene ale bolii detectate in zona respectiva iar
patotipurile responsabile de exprimarea clinicd nu au fost superpozabile peste
potentialele protectotipuri, ci mai probabil au fost reprezentate de serotipurile
sdlbatice (QX), Impotriva carora vaccinarea aplicata nu a asigurat o protectie eficienta.
Acestea modificari in dinamica IBV pun in pericol rezultatul vaccinarilor si ar implica
elaborarea unor protocoale de preventie adecvate si personalizate fiecarui tip de
efectiv.
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