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RESPOSTAS IMUNES E PROTEGAO INDUZIDAS POR UMA VACINA VIVA
ATENUADA FORMULADA COM UMA VARIANTE BRASILEIRA DO ViRUS DA
BRONQUITE INFECCIOSA CONTRA DESAFIOS COM ESTIRPES HOMOLOGA E
HETEROLOGA

RESUMO - O Virus da Bronquite Infecciosa (VBI) é caracterizado por alta
variabilidade genética que gera um grande numero de variantes antigénicas e
biolégicas devido a mutagdes pontuais, insergdes, delecbes e recombinagdes que
podem ocorrer em varias partes do genoma viral e, especialmente, no gene S1. O
controle da Bronquite Infecciosa (Bl) por meio de vacinas torna-se assim bastante
complexo, mas a vacinagdo ainda € uma das abordagens mais eficazes para a
protecdo contra a infeccéo pelo VBI. Desde o ano 2000, o Brasil vem apresentando
uma incidéncia aumentada de surtos de Bl causados por estirpes variantes
classificadas no gendtipo | - linhagem 11 (Gl-11) ou no gendtipo BR-1 e, até 2016,
havia disponiveis para comercializagdo somente as vacinas vivas atenuadas do
genotipo Massachusetts. Nesse ano, uma industria farmacéutica brasileira
desenvolveu e conseguiu, com base em testes de protecdo em frangos SPF, a
permissdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para
comercializar uma vacina viva atenuada formulada com uma variante brasileira (BR-
1). O objetivo deste trabalho foi avaliar, em frangos de corte comerciais, a protecao
induzida por esta nova vacina viva atenuada comercial, quando administrada
isoladamente ou quando combinada com outra vacina viva atenuada comercial
formulada com estirpe do gendtipo Massachusetts. Para tanto, a resposta imune
humoral sistémica foi mensurada pelo teste de ELISA comercial e os escores de
protecdo para ciliostase traqueal, lesdes microscépicas e carga viral por RT-gPCR
foram avaliados na traqueia, pulmdes e/ou rins dos diferentes grupos de aves
vacinadas contra os desafios com estirpes homologa (estirpe virulenta brasileira -
BR-1) ou heterodloga (estirpe virulenta Massachusetts). Os resultados mostraram que
a vacinagao combinada conferiu uma maior imunoprote¢cdo caracterizada por
menores escores de ciliostase traqueal, lesées microscopicas mais leves e carga
viral mais reduzida e menos persistente apos o desafio homodlogo com estirpe BR-1.
Foi também observada uma imunoprotecao parcial contra a estirpe virulenta BR-1
nos grupos mono vacinados, ou somente com a vacina BR-1 ou com a vacina
Massachusetts, mas nao foi registrada nenhuma protegdo relevante para as aves
vacinadas somente com BR-1 apds o desafio com a estirpe virulenta Massachusetts.
Em conclusdo, o protocolo vacinal que combina as vacinas atenuadas com as
estirpes atenuadas BR-1 e Massachusetts pode ser utilizado de forma bem sucedida
para induzir em frangos de corte de criagbes comerciais respostas imuno protetoras
mais eficazes contra estirpes variantes brasileiras (BR-1) e Massachusetts do VBI.

Palavras-chaves: bronquite infecciosa das galinhas, ciliostase traqueal,
histopatologia, linhagem GI-11, RT-qPCR, vacina viva
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IMMUNE RESPONSES AND PROTECTION INDUCED BY AN ATENUATED LIVE
VACCINE FORMULATED WITH A BRAZILIAN VARIANT OF THE INFECTIOUS
BRONCHITIS VIRUS AGAINST CHALLENGE WITH HOMOLOGOUS AND
HETEROLOGOUS STRAINS

ABSTRACT - Infectious Bronchitis Virus (IBV) is characterized by high genetic
variability that generates a large number of antigenic and biological variants due to
point mutations, insertions, deletions and recombination that may occur in various
parts of the viral genome and especially in the S1 gene. The control of Infectious
Bronchitis (IB) through vaccines thus becomes quite complex, but vaccination is still
one of the most effective approaches to protection against IBV infection. Since the
year 2000, Brazil has been presenting an increased incidence of IB outbreaks
caused by variant strains classified as genotype | - lineage 11 (GI-11) or in genotype
BR-1, and until 2016, only live attenuated vaccines containing the Massachusetts
genotype were commercially available. In this year, one Brazilian pharmaceutical
industry developed and achieved, on the basis of protection tests in SPF chickens,
the permission of Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA) to market a
live attenuated vaccine formulated with a Brazilian variant strain (BR-1). The
objective of this work was to evaluate, in commercial broilers, the protection induced
by this new live attenuated vaccine when administered alone or combined with
another live attenuated vaccine formulated with Massachusetts strain. For that, the
systemic humoral immune response was measured by the commercial ELISA test,
and the protective scores for tracheal ciliostasis, microscopic lesions and viral load
by RT-gPCR were evaluated in the trachea, lungs and/or kidneys of the different
groups of vaccinated birds against homologous (virulent Brazilian variant - BR-1) or
heterologous (virulent Massachusetts strain) challenges. The results of this study
showed that combined vaccination conferred a greater immune-protection
characterized by lower tracheal ciliostasis scores, milder microscopic lesions and a
lower and less persistent viral load after homologous challenge with BR-1 strain.
Partial immune protection against the virulent strain BR-1 was also observed in the
mono-vaccinated groups, either with the BR-1 vaccine or the Massachusetts vaccine,
but no relevant protection was recorded for chickens vaccinated only with BR-1
against the challenge with virulent Massachusetts strain. In conclusion, the vaccine
protocol combining the attenuated vaccines with the BR-1 and Massachusetts
attenuated strains can be successfully used to induce more effective immuno-
protective responses against Brazilian variant (BR-1) and Massachusetts IBV strains
in commercial broilers.

Keywords: infectious bronchitis, tracheal ciliostasis, histopathology, GI-11 strain,
RT-gPCR, live vaccine
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1. INTRODUGAO

A avicultura brasileira continua ocupando lugar de grande destaque no
cenario mundial em se tratando de volume de produgdo de carne de frango.
Segundo a Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), o Brasil terminou o
ano de 2016 como segundo maior produtor mundial de carne de frango, ficando
atras apenas dos Estados Unidos da América (EUA), e tendo a China como terceiro
lugar. Ainda, e em conformidade com os dados da ABPA, a producdo brasileira
finalizou 2016 com a producdo de 12,9 milhdes de toneladas de carne de frango,
seguida pela China, com a produgdo de 12,3 milhdes de toneladas; os EUA
produziram, em 2016, um pouco mais de 18 milhdes de toneladas.

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) a
previsao para 2017 era de um aumento de 4% na produgédo de carne de frango, a
qual chegaria as 13,5 milhdes de toneladas. Esse aumento seria motivado
principalmente pela maior demanda mundial por produtos brasileiros, principalmente
pela China e Unido Europeia, além de novos mercados, especialmente apds o
impacto da gripe aviaria em varios paises. Além disso, a demanda interna de carne
de frango deveria aumentar em 2017, ja que a economia brasileira estava em
crescimento e a inflagdo sob controle (USDA).

No entanto, devido a diversos fatores politicos e sociais que ocorreram em
2017 no Brasil e que atingiram o segmento envolvido na produgdo de carne de
frango, o aumento ndo alcangou a previsao e fechou o ano com 13,25 milhdes de
toneladas de carne de frango produzidas. Para 2018, o USDA previu que a produgéo
brasileira de carne de frango iria aumentar 3%, atingindo valores de 13,8 milhdes de
toneladas. Esse aumento ainda seria motivado pela gripe aviaria que atingiu
criacdes avicolas industriais em varias partes do mundo e também pelo aumento da
demanda no mercado interno. Outro ponto importante € o baixo custo da producao,
devido as safras recordes de milho e soja, o que gera um otimismo cauteloso, de
que as margens de lucro podem melhorar ainda em 2018 (USDA). O novo boletim
do USDA com as previsdes para 2019 mantem o otimismo e prevé aumento de 2,3%
para o proximo ano.

Em se tratando de exportagdo de carne de frango, o Brasil mantém sua
posicao de maior exportador mundial. De acordo com o USDA, em 2017, o Brasil



estava habilitado para exportar carne de frango para 158 paises, sendo que 65% de
todas as exportacbes estdo concentradas em apenas sete paises: China, Unido
Europeia, Hong Kong, Japo, Arabia Saudita, Africa do Sul e Emirados Arabes. Com
relagdo ao volume exportado em 2017, o Brasil enviou quatro milhdes de toneladas
de carne de frango para fora do pais (USDA). A previsao para 2018, ainda de acordo
com este 6rgédo, € de um aumento das exportagdes em 5%, principalmente para a
China, mercado que esta em queda por fatores sanitarios, e onde o Brasil ja atua
com quase 90% de participagao, desde 2016.

A grande preocupacgéo da avicultura brasileira e mundial, pelo seu potencial
de gerar grandes perdas econémicas, sdo as doencgas infecciosas em geral e, em
particular, as doencgas respiratérias de etiologia viral que exercem um impacto
significativo na avicultura do mundo todo. Os principais danos causados por essas
enfermidades sdo, em suma, relacionados a diminuicdo do crescimento e
consequente perda na producido de carne, além do comprometimento da qualidade
e da producdo de ovos; em alguns casos, pode ocasionar uma taxa variavel de
mortalidade.

Os agentes virais respiratorios com maior potencial de ocasionar severas
perdas em termos de mortalidade s&o as estirpes de alta viruléncia do virus da
doenca de Newcastle (VDN) e do virus da influenza aviaria (VIA). Outros agentes
virais conhecidos principalmente por suas caracteristicas de causar infecgdo no trato
respiratorio, apesar de serem mais brandos, quando comparados com os dois
citados anteriormente, e que possuem significativa importancia em termos de
severidade de lesdes e perdas econbmicas na avicultura industrial sdo: o virus da
laringotraqueite infecciosa (VLTI), o metapneumovirus aviario (AMPV) e o virus da
bronquite infecciosa aviaria (VBI) (Fernando, 2013).

O virus da bronquite infecciosa (VBI) € um coronavirus do género
Gammacoronavirus, € € 0 virus respiratorio, depois dos virus da influenza de da
doenca de Newcastle, que possui maior importancia econémica, principalmente pelo
seu potencial de ampla disseminagcéo entre as criagbes avicolas (Jones, 2010).
Ademais, o VBI apresenta alta taxa de variabilidade genética que se reflete no
surgimento de um maior numero de estirpes variantes genéticas e, em alguns casos,
fenotipicas, com padrdes de tropismo e patogenicidade diferentes das estirpes de
referéncia desse virus. Sabe-se também que a presenca dessas variantes do VBI



nos plantéis avicolas brasileiros esta relacionada com uma ampla gama de sinais
clinicos e quadros patoldgicos, que dificultam o diagndstico da bronquite infecciosa
(Bl) nas aves, e pode ser uma das razdes para o insucesso no controle da doenga
no Brasil, uma vez que se faz necessario realizar o controle especifico com a estirpe
circulante em uma dada regido devido a especificidade das respostas imunes
(Cavanagh, 2007; Jordan, 2017).

Atualmente, a prevencéo da Bl no Brasil é feita com a adog¢ao de medidas de
biosseguridade e pela vacinagdo dos plantéis com vacinas vivas atenuadas e/ou
inativadas, sendo que, na maioria das vezes, utiliza-se a vacina viva atenuada
contendo a estirpe Massachusetts (Mass) atenuada. Em 2016, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) liberou no Brasil o uso de uma vacina
viva atenuada formulada com uma estirpe variante brasileira (BR), classificada como
linhagem 11 do gendtipo |, com base em testes dessa preparagdo vacinal em
galinhas SPF, e que gradualmente tem sido utilizada na imunizagdo de plantéis
avicolas do pais, ndo havendo, entretanto, dados que caracterizem de forma mais
detalhada essa nova preparacao vacinal, sobretudo em aves de criagbes comerciais.

Em vista de tudo o que foi explanado acima, e levando em consideracédo a
importancia da prevencéo da Bl, o objetivo do trabalho foi avaliar a inocuidade e a
protecdo induzida pela vacina viva atenuada comercial formulada com estirpe da
linhagem 11 do gendtipo | do VBI (Gl-11/gendtipo BR-1), administrada isoladamente
ou combinada com uma vacina viva atenuada comercial do gendtipo Massachusetts
em frangos de corte de linhagem comercial, frente aos desafios com estirpes

homologa (Gl-11/gendtipo BR-1) e heterdloga (Massachusetts ) do VBI.
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8. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos com este estudo e em consonancia com

os objetivos propostos, foi concluido que:

A vacinagcdo somente com estirpe atenuada do gendtipo BR-1 seguida do
desafio com estirpe homodloga se mostrou parcialmente eficaz para a indugao
de protecdo ao desafio homdlogo; no entanto, frente a um desafio heterdlogo
com estirpe virulenta Massachusetts, esta formulagdo vacinal ndo conferiu
protecao relevante, especialmente as células e tecidos traqueais das aves
vacinadas e desafiadas.

A vacinagdo somente com estirpe atenuada Massachusetts resultou em
protecdo parcial heterologa (estirpe do gendtipo BR-1), quer seja a traqueia
ou aos rins, quando as aves vacinadas dessa forma foram desafiadas com
estirpe virulenta do gendtipo BR-1, especialmente com base nos resultados
da ciliostase traqueal e das cargas virais detectadas nesses orgéos.

A vacinagdo com duas estirpes vacinais atenuadas, i.e., do geno6tipo BR-1 e
do gendtipo Massachusetts, apesar de induzir alteragbes patoldgicas poés-
vacinais mais proeminentes, foi mais eficaz para conferir maior imuno-
protecdo contra o desafio com estirpe do gendtipo BR-1 e, portanto, de

conseguir conter um desafio com essa estirpe virulenta variante.
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Deve-se ter cautela em indicar programas vacinais para o controle da Bl para
determinada propriedade ou regido, levando em consideragcdo o correto
diagndstico e epidemiologia local, com o objetivo de se obter o melhor
resultado no controle dessa doenga e com o menor impacto na insergcéo de
novas variantes do virus. Em se tratando do VBI, mais estudos s&o
imprescindiveis para se ter acesso ao nivel de seguranga do manejo de se
utilizar duas vacinas de forma concomitante, a fim de se evitar o surgimento
de novas variantes a partir da recombinagao de tais estirpes entre si e com as

estirpes de campo circulantes no pais.
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