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esfor¢o. O que sobe por favor deixa sempre rastro de humilhacéo. O caminho esta
aberto a todos, e se uns vencem e alcancam o que almejam, ndo € porque sejam
predestinados, sendo porque forcaram os obstaculos com arrojo e tenacidade.
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E um passo estreito, por vezes oscilante, mas quem se atira por ele com
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fortuna.

Quem desanima ou se deixa vencer pelo terror, fica na pobreza ou rola do
alto, e, uma vez caido, s6 com redobrado esfor¢co conseguira voltar acima, ferindo-
se nas arestas dos alcantis, e, as vezes, trazendo manchas de lama, que é o fundo
do precipicio.

Aquele que confia em si anda sempre de olhos abertos; o que se entrega a
outrem vai como cego; e tanto pode ser guiado para o bem como dirigido para o mal.

A fortuna é como o fruto que se ndao da sendo a quem o vai colher no ramo,
espera-lo debaixo da arvore até que se desprenda do galho é dispor-se a comé-lo
podre.

O homem que diz “Eu quero!” é como a ave, que se levanta na forca das
préprias asas, cruzando o espago como entenda; aquele que diz “Eu espero...” é
como a flecha, que s6 se dirige na direcdo da pontaria, caindo, inerte, desde que
cesse o impulso da corda que a disparou.

So os fracos, os impotentes quedam na resignacéo; os enérgicos insurgem-
se, lutam, ddo combate a vida e vencem”.

Brevario Civico, por Henrique Coelho Neto (1921).
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ANALISE DA EVOLNUC;AO DE UMA VARIANTE DO CORONAVIRUS A\~/IARIO
APOS INFECCAO E PERSISTENCIA EM MATRIZES DE PRODUCAO

RESUMO - A bronquite infecciosa (Bl) € uma doenca altamente contagiosa
gue acomete o trato respiratério e urogenital de aves comerciais e que é causada
pelo virus da bronquite infecciosa (VBI) resultando em grandes perdas econémicas
para a industria avicola em todo o mundo. No presente estudo, foram obtidos trés
isolados de VBI de um lote matrizes de producao rotineiramente vacinado contra Bl,
em trés diferentes idades, sendo que essas aves revelaram-se persistentemente
infectadas com o VBI pelo periodo de 65 semanas em que foram avaliadas. Para
tanto, foi realizada para esses trés isolados do VBl uma analise molecular e
filogenética da regido S1 do gene que codifica a glicoproteina da espicula (S) e
também foram caracterizadas a antigenicidade, a viruléncia e o tropismo tecidual
através da infeccdo experimental em pintos livres de patégenos especificos (SPF) e
de aves sentinelas, que foram colocadas em contato com as aves
experimentalmente infectadas para avaliar o potencial de disseminacdo destes
isolados de VBI. Os resultados revelaram que os trés isolados do VBI séao
geneticamente proximos e sorologicamente relacionados, sendo classificados apos
a analise filogenética na linhagem 11 do gendtipo | (Gl-11), anteriormente
denominada de gendtipo BR-I, além de que esses virus demonstraram maior
tropismo e lesdes renais. Foram observadas poucas diferencas em relacdo a
patogenicidade para a traquéia e rins, que podem estar associadas a mutacdes que
ocorreram no gene S1 destes isolados durante o periodo da infeccdo persistente. Os
trés isolados do VBI de aves pertencentes a um lote persistentemente infectado de
matrizes de frangos de corte conservaram sua capacidade de infectar aves
sentinelas por contato e causaram nessas aves alteracdes clinicas e patoldgicas
semelhantes. Em concluséo, os isolados de IBV do gendtipo | do BR estéo evoluindo
continuamente durante o ciclo produtivo de matrizes frangos de corte
persistentemente infectadas, causando surtos episodicos da infeccdo que ndo séao
impedidos pelo atual programa de vacinagdo com as estirpes vacinais do genétipo /
sorotipo Massachusetts. Além disso, as alteracdes genéticas no gene S1 destes
isolados ndo foram capazes de alterar o seu tropismo e patogenicidade tecidual,
mas parecem influenciar negativamente a eficacia das respostas imunes do
hospedeiro contra estes virus e favorecer a persisténcia viral.

Palavras-chave: Galinha, Gendtipo brasileiro, Patogenicidade, Persisténcia, VBI.



ASSESSMENT OF THE EVOLUTION OF AVIAN CORONAVIRUS VARIANT
AFTER INFECTION AND PERSISTENCE IN BROILER BREEDERS

ABSTRACT - Infectious bronchitis (IB) is a highly contagious disease that
affects the respiratory and urogenital tract of commercial birds and is caused by
infectious bronchitis virus (IBV), resulting in major economic losses to the poultry
industry worldwide. In the present study, three isolates of VBI were obtained at three
different ages from one set of broiler breeders that were vaccinated against IBV
according to a routine protocol, and was persistently infected with IBV for the 65
weeks. A molecular and phylogenetic analysis of the S1 region of the gene coding for
the spike glycoprotein (S) was performed for these three isolates. In addition,
antigenicity, virulence and tissue tropism were also characterized by experimental
infection of specific pathogen free chicks (SPF) and sentinel birds, which were used
to assess the potential for dissemination of these IBV isolates. The results showed
that the three IBV isolates are genetically and serologically close related, and after
phylogenetic analysis they were classified in the BR-I genotype. In addition, these
viruses demonstrated greater tropism and lesions for kidneys. There were few
differences in pathogenicity for tracheal and renal tissues of experimental infected
birds, and these differences may be associated with mutations that occurred in the
S1 gene of these isolates during persistent infection. The three IBV isolates from
persistently infected broiler breeders retained their ability to infect sentinel birds by
contact and caused similar clinical and pathological changes in these birds. In
conclusion, IBV isolates of BR genotype | are continuously evolving during the
productive cycle of persistent infected broiler breeders, causing outbreaks that are
not impeded by the current vaccination program with Massachusetts vaccine strains.
In addition, the genetic alterations in the S1 gene of these isolates were not able to
alter their tropism and tissue pathogenicity, but appeared to negatively influence the
efficacy of host immune responses against these viruses and favor viral persistence.

Keywords: Chicken, Brazilian genotype, Pathogenicity, Persistence, IBV.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado uma das principais bases agroindustriais do mundo.
Dentre as principais atividades nesse setor produtivo, encontra-se a avicultura, que
atualmente ocupa um lugar de destaque no cenario mundial, sendo o pais com
maior exportacao de carnes de frango e o segundo em termos de producao de carne
e derivados de frango, alcancando a producao de 13,146 milhdes de toneladas no
ano de 2015 (ABPA).

No entanto, as doencas infecciosas em geral e, em particular, as doencas
respiratérias de etiologia viral, causam grandes preocupacfes quanto aos prejuizos
econbmicos e 0s riscos para a saude publica. Dentre essas doencas e que requer
grandes investimentos para prevencdo, encontram-se os virus da influenza aviaria
(VIA) e o virus da doenca de Newcastle. Esses agentes sdo de suma importancia no
contexto mundial e nacional, que podem de maneira drastica comprometer o
crescimento produtivo e consequentemente provocar perda de mercado. Neste
tocante, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), criou normas
e acOes estabelecidas que contribuem para regulamentar a producdo avicola e
salvaguardar o plantel avicola nacional, através do Plano Nacional de Sanidade
Avicola (PNSA).

Dentro do PNSA, a Coordenacédo de Sanidade Avicola, do Departamento de
Saude Animal, produziu o manual de procedimentos de atencdo a suspeitas e
medidas de contencdo de episédio de influenza aviaria e doenca de Newcastle
(Plano de contingéncia para influenza aviaria e doenca de Newcastle), como medida
de prevenir, controlar e impedir a disseminacdo dos agentes dessas doencas no
plantel avicola nacional. Essas iniciativas contribuiram e, como anexas ao PNSA,
foram desenvolvidas Instrucdes Normativas (INs), que além de monitorar e prevenir
contra o VIA e VDN, melhoram e vem melhorando as condi¢cdes sanitarias dos
nacleos produtores em todo o Brasil.

Em adicdo a isso, existem outros agentes virais conhecidos principalmente
por suas caracteristicas de infeccdo respiratoria, apesar de serem mais brandos
guando comparados com o VIA e o VDN, e que possuem significativa importancia

em termos de severidade de lesBes e perdas econémicas ha avicultura industrial séo



o virus da laringotraqueite infecciosa (VLTI), o metapneumovirus aviario (MPV) e o
virus da bronquite infecciosa aviaria (VBI). Entre estes agentes causadores de
doencas respiratérias, adquire grande relevancia o virus da bronquite infecciosa, um
coronavirus do género Gammacoronavirus, composto por fita simples de RNA né&o
segmentado com sentido positivo (CAVANAGH, 2001; de VRIES et al.,1997), é o
gue possui maior importancia econdmica, principalmente por seu potencial de ampla
disseminacdo entre as criac6es avicolas (JONES, 2010; ASSAYAG et al., 2012a;
ASSAYAG et al., 2012b; FERNANDO et al., 2016).

O VBI tem como porta de entrada o sistema respiratério superior e infecta
primeiramente as células epiteliais da traqueia, produzindo os primeiros sinais
clinicos de natureza respiratéria. Por isso, o VBI é conhecido principalmente por
ocasionar doenca aguda do trato respiratorio de seus hospedeiros. Mas, além do
nome do agente sugerir o desenvolvimento estritamente respiratorio, algumas
estirpes deste virus podem desenvolver lesbes em diversos 6rgaos do trato urinario,
reprodutor e digestorio das aves infectadas. Esta caracteristica esta relacionada
principalmente a alta taxa de variabilidade genética do VBI, que reflete no
surgimento de estirpes variantes genéticas e, em alguns casos, fenotipicas, com
padrdes de tropismo e patogenia diferentes das estirpes dos grupos classicos. A
prevencao da bronquite infecciosa (Bl) em todo mundo é feita pela vacinacéo das
aves, sendo que, no Brasil, até outubro de 2016, a vacina utilizada era estritamente
composta por estirpes atenuadas do genotipo/sorotipo Massachusets (Mass).

Em adicdo a isso e até o advento das andlises de sequenciamento, sabe-se
gue a maioria dos isolados brasileiros do VBI, até 1989, foi classificada no sorotipo
Massachusetts. Entretanto, a partir da década de 90, a maior parte das amostras
isoladas desse virus teve apenas uma estirpe classificada no sorotipo
Massachusetts, sendo que os demais isolados descritos eram antigenicamente
diferentes desse e de outro sorotipo classico, o sorotipo Arkansas. Tais estirpes
mostraram-se também ser diferentes ndo sé entre si, como também daqueles
sorotipos descritos em outros paises, tendo sido identificados pelo menos cinco tipos
antigénicos diferentes que coexistiam no sudeste brasileiro, nesse mesmo periodo.

No entanto, grupos de pesquisa demonstraram por analise filogenética do

gene S1 que isolados da década de 1970 ndo pertenciam ao genoétipo Mass. E, a



partir do ano 2000, genoétipos do VBI com caracteristicas de variantes autdctones
tém sido identificados em amostras colhidas de aves de plantéis brasileiros
localizados nas principais regides de producao avicola do Brasil.

Pouco depois, estudos na Argentina, Uruguai, Colémbia e Peru também
identificaram estirpes pertencentes ao mesmo grupo das amostras isoladas no
Brasil. As andlises filogenéticas mostraram que 0s gendétipos brasileiros, argentinos
e uruguaios do VBI apresentavam-se segregados em um grupo filogeneticamente
distinto de outros grupos constituidos pelas principais estirpes de referéncia do VBI
provenientes dos continentes Europeu e Asiatico, dos Estados Unidos e da
Austrdlia, incluindo aquelas que sado relacionadas ao sorotipo Massachusetts,
levando a inferir que a presenca de variantes do VBI nos plantéis brasileiros pode
ser a razao para o insucesso no controle do virus e sua manifestagéo clinica.

Foi verificado também que, além de lesbes respiratdrias, 0s novos isolados
brasileiros do VBI, que foram genotipados como variantes, estavam também
associados com diversas manifestagdes clinicas e patolégicas da Bl nos plantéis
avicolas, tais como tragueobronquites e aerossaculites, lesées renais e problemas
reprodutivos em fémeas e em machos, ficando, assim, caracterizado o potencial de
um amplo espectro de patotipos dentre esses novos isolados brasileiros do VBI.

Com as confirmacdes sobre a existéncia de uma linhagem exclusivamente
sul-americana, ensaios foram realizados a fim de acessar o perfil biol6gico destas
estirpes por meio de condi¢es de infec¢cdes experimentais, bem como a relacéo de
protecdo das vacinas rotineiramente utilizadas no Brasil frente a estas estirpes. Os
resultados comprovaram as evidéncias encontradas no campo e assim permitiram
gue uma nova vacina viva atenuada, produzida a partir de um isolado variante
brasileiro fosse introduzida no Brasil em outubro de 2016.

Um fato interessante encontrado sob condi¢cdes experimentais, € que estirpes
pertencentes ao genotipo brasileiro apresentaram um potencial muito grande de
eliminacdo através das fezes e persisténcia em tonsilas cecais. Estes achados
trouxeram a tona uma questdo importante sobre o potencial de disseminacédo e
persisténcia dessa linhagem no campo, e ainda com maior ineditismo, como € a
persisténcia desse virus em aves comerciais de vida longa e se ha uma possivel

evolucdo viral sob essas condi¢cBes, em linhagens com maior ou menor viruléncia.



Em vista do exposto acima, este trabalho avaliou a presenca de trés isolados
do gendtipo brasileiro do VBI em diferentes amostras de tecidos e suabes traqueais
e cloacais de matrizes de producdo que apresentaram sinais clinicos caracteristicos
da infecgéo pelo VBI durante o ciclo produtivo dessas aves. Em seguida, as aves
foram diagnosticadas e acompanhadas durante toda o seu ciclo de vida, sendo
caracterizadas as estirpes variantes e ndo pertencentes ao sorotipo/genétipo Mass
isoladas em diferentes intervalos e avaliadas quanto as alteracdes na sequéncia de
nucleotideos do gene codificador e na sequéncia deduzida de aminoacidos da
glicoproteina da espicula S1.

O lote de matrizes de producéo foi também avaliado quanto a persisténcia em
diferentes periodos apés a confirmacédo da infeccdo por variante do VBI, e as aves
avaliadas sorologicamente quanto o titulo de anticorpos anti-VBI produzidos no
compartimento sistémico (soro sanguineo) em diferentes idades das matrizes
reprodutoras persistentemente infectadas. Os resultados foram relacionados com a
ocorréncia de soro-conversao com a infeccdo pelo VBI e determinada a atividade
virus-neutralizante homologa e heterdloga desses anticorpos.

Por fim, a patogenicidade dos isolados oriundos de matrizes reprodutoras foi
avaliada, bem como a capacidade de transmissao desses isolados do VBI através
da infeccdo experimental em aves SPF e de aves sentinela colocadas em contato
com as aves experimentalmente infectadas, e assim relacionados os efeitos
patogénicos observados com alteracbes encontradas na composicdo do gene e da

glicoproteina S1.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos com esta pesquisa e em consonancia
com o0s objetivos propostos, podemos concluir que:

- Foram isoladas estirpes de cada um dos episédios clinicos de Bl em 6rgaos
do trato respiratorio (traqueia), urinario (rins) e intestinal (tonsilas cecais) de aves de
vida longa (matrizes de corte). Tais estirpes foram classificadas com base no
sequenciamento e andlise filogenética do gene S1, na linhagem 11 do gendtipo I;
denominado anteriormente de gendtipo BR-l, que difere marcadamente dos
gendtipos de estirpes de referéncia do VBI, incluindo o genétipo da estirpe vacinal

Massachusetts.

- As estirpes isoladas do gendtipo brasileiro do VBI mostraram, apos
infectarem as aves susceptiveis desse lote, potencial de causarem infeccao
persistente e excrecao viral principalmente por via cloacal durante toda a fase de

criacdo em aves de vida longa (matrizes de corte) desse estudo..

- As estirpes do VBI recuperadas de episodios clinicos que acometeram as
aves reprodutoras desse estudo, estdo em um franco processo de evolucdo, uma
vez que os virus que foram recuperados do segundo e terceiro surtos de Bl em
matrizes de corte, com 46 e 62 semanas de idade, respectivamente, apresentam
entre si e com relacéo ao isolado do primeiro surto de Bl ocorrido na 242 semana de
idade dessas aves, mutacfes principalmente sediadas em nucleotideos de codons
das regides hipervariaveis (HVR-1; HVR-2 e HVR-3) do gene S1, que resultam em
mutacbes de determinados residuos de aminoacidos pertencentes a importantes

epitopos virus-neutralizantes da proteina S1 do VBI.

- O atual programa de vacinac¢do das matrizes de corte, objeto desse estudo,
utilizando principalmente estirpes do gendtipo / sorotipo Massachusetts, embora
proporcione a inducdo de titulos elevados de anticorpos virus-neutralizantes

sistémicos anti-VBI, ndo previnem a doenca clinica causada pela estirpe heteréloga
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(gendtipo BR-I do VBI) isolada do primeiro episédio clinico da Bl nesse estudo, nem

evitam a persisténcia e a transmisséo desse virus por essas aves.

- As aves de vida longa (matrizes de corte) do presente estudo, depois do
primeiro surto de Bl causado por estirpe variante do gendtipo brasileiro,
desenvolvem titulos elevados de anticorpos virus-neutralizantes presentes no soro
sanguineo e com reatividade cruzada para essas mesmas estirpes variantes, 0s
guais conferem uma imunidade parcial ao desenvolvimento de lesbes e sinais
clinicos da infec¢do por esses virus no segundo e terceiro surtos de BI, reduzindo-
0s, mas ndo sendo capazes de impedir o estabelecimento da persisténcia da

infeccdo por esses virus em érgaos do trato intestinal e urinario dessas aves.

- As estirpes do VBI isoladas nesse estudo de trés episodios clinicos que
acometeram aves de vida longa (matrizes de corte) apresentam patogenicidade
caracteristica para os tratos respiratorio (traqueia) e urinario (rins) de galinhas SPF,
bem como, foram capazes de serem transmitidas das aves desafiadas para aves
SPF sentinelas colocadas em contato, nas quais causaram também lesdes e sinais

clinicos caracteristicos da Bl.
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