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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 mutagbes pontuais, insergdes, delegbes e recombinagdes que
podem ocorrer em varias partes do genoma viral e, especialmente, no gene S1. O
controle da Bronquite Infecciosa (BIl) 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 (GI-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 protegcéo
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 homoélogo 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 protegao 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 criagdes 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-gPCR, 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 adogao 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 consideracao 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.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bronquite Infecciosa Aviaria

A bronquite infecciosa das galinhas (Bl) esta distribuida mundialmente (OIE,
2013), sendo que seu agente etiologico pode ser considerado como o principal
causador de perdas econOmicas para a industria avicola, uma vez que afeta o
desempenho tanto da cadeia de producido de carne, como das aves de postura e
reprodutoras (Cavanagh, 2007). No Brasil, as perdas podem variar de U$ 3,57 a U$
8,46 para cada 1000 frangos (Assayag Jr et al., 2012; Fernando et al., 2016).



A Bl é uma doenga de etiologia viral altamente contagiosa, que atinge
primariamente o trato respiratorio superior das aves da espécie Gallus gallus, néao
obstante tenha sido encontrada infecgao pelo VBI em outras espécies de aves nao
galiformes. A doencga foi descrita pela primeira vez na cidade de Dakota do Norte,
nos Estados Unidos da Ameérica (EUA), em 1930. No Brasil, foi relatada pela
primeira vez em 1956 e, desde entdo, vem acometendo aves de todas as idades, em
paises onde a produgdo avicola é intensificada (Assayag, 2004; Capua et al., 1999;
Cavanagh e Naqi, 2003; Di Fabio e Rossini, 2000; Hipalito et al., 1973).

Em geral a Bl pode causar sinais clinicos leves a moderados, dependendo da
linhagem da ave, bem como da estirpe/patotipo do virus (Pena et al., 2005, Phillips
et al., 2012; Fernando et al., 2013, 2015; De Wit et al., 2015). Em geral, a Bl ocorre
sob diferentes formas clinicas e patoldgicas, sendo que, quando s&o acometidas
durante as primeiras semanas de vida, as aves apresentam predominantemente
sinais respiratérios caracterizados por espirros, estertores umidos da traqueia e
elevada taxa de morbidade e mortalidade. Nas poedeiras e reprodutoras, a
enfermidade ocasiona queda de postura e/ou produgdo de ovos defeituosos,
apresentando casca mole, rugosa e despigmentada sem, entretanto, haver uma
mortalidade significativa. Além do comprometimento de casca, o VBI causa perda da
qualidade interna e diminui¢do do tamanho do ovo (Dhinakar e Jones, 1997).

Ha também alguns patotipos do VBl que causam lesbes renais mais
proeminentes, e com varios graus de comprometimento renal, relacionados a nefrite
e nefrose (King e Cavanagh, 1991; Dhinakar e Jones, 1997; Muneer et al., 2000;
Benyeda et al., 2009; Cavanagh, 2005, Jackwood e De Wit, 2013). Nas poedeiras e
reprodutoras, durante a fase de recria, pode haver a manifestacdo tardia de
urolitiase e a completa atrofia renal e, nesse caso, a morbidade e a mortalidade séo
variaveis (2% a 10%). Ainda, ha evidéncias de que a Bl possa estar associada a
quadros de enterite e de infertilidade em machos (Toffan et al., 2013; Cavanagh e
Naqi, 2003; Di Fabio e Rossini, 2000; Jones, 2010; Silva, 1989), mas séao
necessarios mais estudos para melhor elucidar essas atividades do VBI.

Nos ultimos anos, diversas estirpes variantes do VBI tém sido isoladas em
varias regides do mundo e associadas ao desenvolvimento de um quadro clinico e
patolégico que afeta mais os rins. Muitas dessas estirpes nefropatogénicas tém sido
classificadas como variantes do VBI, apds a analise filogenética de uma parte do



genoma viral, caracterizada como gene S1 (Ziegler et al., 2002; Meir et al., 2004;
Bouqdaoui et al., 2005; Franga et al., 2011; Lima et al., 2011; Fernando et al., 2013,
2017).

Ainda, deve ser considerado que, algumas vezes, a replicagdo desse virus
em um dado tipo celular ndo desencadeia alteragdes patoldgicas significativas,
mesmo quando este tecido apresente altos titulos virais (Cavanagh, 2005; Cavanagh
e Nagqi, 2003; Ambali e Jones, 1990).

O diagnéstico da Bl nos plantéis avicolas passa entdo a ser dificultado pela
enorme possibilidade de sinais clinicos observados em aves infectadas com as
diferentes variantes do virus. Além do diagndstico da Bl, o controle da infecgéo pelo
VBI também & muito dificil, pois no Brasil ha apenas algumas vacinas liberadas e
muitas estirpes diferentes do VBI circulantes (Balestrin et al., 2014; Fernando et al.,
2017; Lopes et al., 2018). Desta forma, a importancia de se identificar e conhecer os
diferentes sorotipos esta em poder utilizar protocolos vacinais que induzam melhor
protecdo contra as diversas variantes, visto que as respostas imunes primaria e
secundaria estao relacionadas a um sorotipo especifico do VBl e ndo tem reagao
cruzada com um outro sorotipo (Lima, 2007).

2.2 Etiologia e morfologia viral

O virus da bronquite infecciosa (VBI) pertence a ordem Nidovirales, familia
Coronaviridae, género Gammacoronavirus (grupo lll) (Cavanagh, 2001; De Vries et
al.,1997; Jackwood, 2012), e seu genoma € composto por fita simples de RNA n&o
segmentado com sentido positivo (Spaan et al., 1988; De Vries et al.,1997;
Cavanagh, 2001; Carstens, 2012; Jackwood, 2012). O genoma deste virus varia em
tamanho de 27 a 30 kb e codifica quatro proteinas estruturais — espicula (S),
envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N) — as quais juntamente com o
RNA viral, formam o virion envelopado, além de codificar 15 proteinas nao
estruturais (Sturman, et al. 1980; Spaan et al., 1988; Cavanagh, 2007; Jackwood,
2012; Phillips et al., 2012).

A proteina N liga-se ao RNA viral formando o complexo ribonucleoproteina
(RNP). A proteina do nucleocapsideo €, por definicdo, uma fosfoproteina que
contém 409 aminoacidos, que formam uma concha protetora e acondicionam o RNA



gendmico viral, aléem de desempenhar importante fun¢gdo na imunidade mediada por
células (Seo e Collison, 1997; Seo et al., 1997).

Ja as proteinas E e M sao proteinas ligadas a membrana que desempenham
papel na montagem de novas particulas virais (Lim e Liu, 2001). Com relagdo a
glicoproteina M, sabe-se que ela interage com as proteinas de nucleocapsideo
interno da particula viral e tem cerca de 230 aminoacidos, sendo que desses,
somente 10% estdo exteriorizados no envelope viral. Além da glicoproteina M, s&o
encontradas quantidades reduzidas de uma proteina pequena nao glicosilada
(proteina E) que € formada por aproximadamente 100 aminoacidos. Essas duas
proteinas sado necessarias para a maturagao e formagao de particulas virais integras
e maduras do VBI (Cavanagh, 2007).

A glicoproteina S localiza-se na superficie do virus, e possui atividades
relacionadas a interacdo com os receptores das células hospedeiras, fusdo do
envelope viral a membrana da célula hospedeira, além de conter os principais
epitopos que induzem anticorpos neutralizantes e definem o sorotipo viral (Koch et
al., 1990; Cavanagh e Nagqi, 1997; Cavanagh e Gelb, 2008).

A glicoproteina S é clivada pés-tradugdo em subunidades S1, de 92 kDa, e
S2, de 84 kDa, compreendendo cerca de 500 e 600 aminoacidos, respectivamente
(Cavanagh, 1983; Cavanagh, 2007). A subunidade S1 é portadora de trés regides
hipervariaveis principais que compreendem o0s principais epitopos virus-
neutralizantes do VBI (Cavanagh et al., 1986; Phillips et al., 2012). Mutagbes,
inser¢cdes, delecbes e recombinagdes podem ocorrer no gene codificador da
glicoproteina S, especialmente da subunidade S1, contribuindo para geragédo de
uma grande diversidade genética (gendtipos) e fenotipica (sorotipos, patotipos e
protectotipos) do VBI. Atualmente, mais de 50 diferentes tipos antigénicos e
genéticos de VBI foram reconhecidos, sendo que alguns resultaram em um impacto
econdmico substancial para a industria avicola e alguns outros ficaram mais restritos
a areas geograficas especificas (De Wit et al., 2011, Jackwood, 2012; Cavanagh e
Gelb, 2008).

Apos sua descricdo nos anos 1930 nos EUA, as pesquisas do VBI tém sido
dominadas pela demonstracdo da extensa variagdo genética exibida pelo gene da
proteina de superficie (S) (Cavanagh, 2007). Entretanto, atualmente sugere-se que a
glicoproteina S ndo € a unica responsavel pela patogenicidade do VBI. E, nesse



contexto, as proteinas nao estruturais (NS), que fazem parte de duas poliproteinas
1a e 1ab, as quais s&o codificadas por aproximadamente dois ter¢cos do genoma
viral e formam o complexo transcrigdo-replicagdo (RTC), parecem exercer varias
atividades biologicas importantes que conferem patogenicidade ao VBI (Phillips et
al., 2012). Na verdade, sabe-se que as poliproteinas 1a e 1ab sao clivadas pos-
tradugdo em 15 proteinas ndo estruturais (nsps), nsps 2 a 16, por uma protease tipo
papaina (PLP) e também pela protease principal (Mpro), também referida como
protease tipo 3C (Van Hemert et al., 2008).

Dessa forma, as diferencas genéticas relatadas na poliproteina 1a e na
glicoproteina S, entre estirpes virulentas e atenuadas do VBI, levam a sugerir que as
proteinas replicase, além de S, estdo envolvidas na definicdo do patdtipo desse
virus (Ammayappan et al., 2009). A analise de consenso do genoma completo para
trés sorotipos de VBI diferentes (Ark, GA98 e Mass41) mostrou que a passagem em
ovos embrionados, para atenuar os virus, resultou em 34,75 a 43,66% de todas as
alteragdes de aminoacidos ocorrendo na nsp 3 dentro de um tipo de virus, enquanto
que as alteragdes na glicoproteina S, que se pensa ser a proteina mais variavel no
VBI, variou de 5,8 a 13,4% de todas as alteragdes (Phillips et al., 2012).

A partir do ano 2000, gendtipos do VBI com caracteristicas de variantes tém
sido identificados em amostras colhidas de aves de um grande numero de plantéis
brasileiros localizados nas principais regides de produgédo avicola do Brasil. As
analises filogenéticas com base em sequéncias do gene S1, mostraram que os
genotipos brasileiros apresentavam-se segregados em um grupo filogeneticamente
distinto de outros grupos constituidos pelas principais estirpes de referéncia do VBI
dos continentes Europeu e Asiatico, dos Estados Unidos e da Australia, incluindo
aquelas que sao relacionadas ao sorotipo Massachusetts (Montassier et al., 2006;
2008; Villarreal et al. 2007a/b, 2009; Brandao, 2010, Felippe et al., 2010; Montassier,
2010).

Conforme sugerido por Valastro et al. (2016), dada a rapida evolugao do VBI
e ao uso de estratégias de vacinagcdo em massa para controlar a Bl em todo o
mundo, fez-se necessario empregar uma nomenclatura padréo de uso pratico e um
sistema melhor fundamentado para identificar novas variantes desse virus. Dentro

desta nova classificacdo proposta, e que foi baseada na filogenia do gene S1, a



linhagem GI-11 é exclusiva da América do Sul, e compreendeu nesse primeiro
estudo 13 estirpes brasileiras isoladas entre 1975 e 2009 (Valastro et al., 2016).

Sabe-se que o VBI se replica ndo s6 nos epitélios superior e inferior do trato
respiratorio, mas também em células de muitos tecidos ao longo do trato digestério e
de outros locais, por exemplo, rim, testiculos e oviduto (Cavanagh, 2007). Esta
caracteristica fenotipica esta relacionada principalmente com a alta taxa de
variabilidade genética do VBI, que resulta no surgimento de estirpes variantes
genéticas e, em alguns casos em variantes fenotipicas, com padrdes distintos de
tropismo tecidual e patogenias diferentes das estirpes de referéncia desse mesmo
virus (Montassier et al., 2008; Fernando, 2013).

A variabilidade do gene S1 do VBI é reconhecida ha aproximadamente meio
século como responsavel por gerar uma extensa variagdo antigénica em estirpes do
VBI, fato que torna extremamente dificil o controle da infecgdo por esse virus, devido
a existéncia de multiplos sorotipos e variantes antigénicas que podem né&o
apresentar protecdo cruzada total com relagdo as estirpes de referéncia desse virus
que sao usadas na produgao de vacinas. Desta forma, esse problema representa
um grande desafio para se conseguir alcangar um controle mais efetivo da infec¢ao
pelo VBI, por meio de vacinas convencionais que estdo sendo rotineiramente usadas
na imunoprofilaxia dessa doencga infecciosa (Pena et al., 2005; Cavanagh, 2007,
Cavanagh e Gelb, 2008, Fernando et al., 2013, 2015, 2017, De Wit et al., 2015).

2.3 Epidemiologia

O virus da bronquite infecciosa aviaria esta presente em praticamente todos
0s paises, com excec¢do da Albania, Groelandia, Letonia, Mongdlia, Georgia, St. Kitts
e Nevis, Sdo Vicente e Granadinas, Trinidad e Tobago e Tajiquistao (OIE, 2015).

A transmissao ocorre por contato direto ou indireto de ave infectada/doente
para ave higida, sem a necessidade de vetores para a disseminagdo. Assim, o
contato direto com aves infectadas € o principal meio de transmissdo da infecgao
pelo VBI, sendo o exsudato traqueo-brdonquico e as fezes destas aves, os principais
veiculadores do virus. Ainda, o VBI pode ser transmitido durante qualquer estagio da
doenga e, dentro de um lote de aves, a transmissao ocorre num periodo de 18 a 96
horas. O periodo de incubacao da infecgao pelo VBI € de 48 a 96 horas, podendo
variar de 1 a 11 dias (Lima, 2007).



O VBI consegue ser disseminado horizontalmente, por aerossol ou ingestéo.
A taxa de disseminagao depende principalmente da viruléncia do virus e do estado
imunitario das aves. O VBI é altamente infeccioso e, em condi¢gdes naturais, sinais
clinicos respiratérios podem se desenvolver em aves que tiveram contato direto num
prazo de 36 horas. Alimentos e agua potavel, que foram contaminadas por fezes,
também sio fontes de infeccdo do VBI. Esse virus pode sobreviver durante um
tempo consideravel nas fezes, e pode representar uma fonte continua de reinfecgao
na fase de convalescenca da doencga. Lixo contaminado, cal¢ados, vestuario,
utensilios, equipamentos e pessoas em contato com as aves também s&o fontes
potenciais de transmissdo viral de forma indireta e tém sido implicados na
propagacdo do VBI a grandes distancias (Erbeck e McMurray, 1998; McMartin,
1993; Purchase et al., 1966).

A transmissao do VBI ocorre principalmente por via aérea, por meio de
aerossois e mais facilmente entre aves mantidas a uma distancia de mais de 1,5 m.
Ademais, as correntes aéreas também podem contribuir para a distribuicdo desse
virus entre galpbes de uma granja, que sdo separados por uma distancia de até
1.200 m (Cumming, 1970).

O papel da transmissao vertical na epidemiologia do VBI nao foi claramente
estabelecida. No entanto, a transmissao vertical do VBI foi suspeita em um caso de
campo de infec¢ao pelo VBI (McFerran et al., 1971). Esta mesma possibilidade de
transmissao foi aventada em um outro estudo realizado em galinhas poedeiras
infectadas experimentalmente e que produziram ovos infectados, entre uma e seis
semanas apos a infec¢do, sendo que o virus também foi isolado a partir do primeiro
dia de idade dos pintinhos dessas galinhas (Cook, 1971). Isso tudo, trouxe
indicagdes de que o VBI pode ser transmitido verticalmente. Ainda, foi verificado que
o VBI pode ser detectado no sémen de galos de até duas semanas apos a
inoculagao, o que indica a possibilidade de que o oviduto de uma galinha portadora,
e também o ovo no oviduto, podem ser infectados com esse sémen (Fernando,
2013).

A principal via de eliminagéo viral durante a fase aguda da doenga, é feita
pelo trato respiratério, no momento em que as aves tossem ou espirram, eliminando
o virus diretamente no meio ambiente. O VBI pode ser recuperado e isolado, a partir
de amostras da traqueia e dos pulmdes, entre o primeiro e sétimo dia apos a
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infeccdo, em titulos infectantes consideraveis. O virus também pode ser isolado a
partir do conteudo cloacal apos 24 horas poés-infecgdo. As fezes contém uma
quantidade significativa de virus durante um periodo prolongado de tempo,
principalmente durante o curso de infec¢gdes crbnicas, ou na fase de persisténcia
desse virus no organismo hospedeiro (Alexande e Gough, 1977; Cook, 1968).

A laténcia verdadeira, tal como observado em infecgdes por herpesvirus, néo
é considerada em infec¢des pelo VBI. No entanto, em algumas circunstéancias, esse
virus pode persistir durante um periodo de tempo consideravel em algumas aves
infectadas, sendo que alguns 6rgédos, como os rins e trato digestorio, especialmente
as tonsilas cecais, servem para a manutenc&o viral mais prolongada (Chong e
Apostolov, 1982; El-Houadfi et al., 1986; Alexander et al., 1978). Aves portadoras de
infecgdes persistentes pelo VBI sdo consideradas as provaveis fontes de re-infecgéo
em poedeiras, que ocorrem em intervalos regulares (Cook, 1968). No entanto, a
persisténcia ndo se desenvolve para todas as estirpes do VBI, tendo sido
evidenciado que algumas apresentam maior capacidade de persisténcia no
hospedeiro.

O VBI é sensivel a temperatura, e algumas diferengas podem existir em
termos de sensibilidade térmica, mas no geral, a maioria das estirpes sao inativadas
a 56°C durante 15 minutos ou 45°C durante 90 min (Otsuki et al., 1979). A
temperatura ambiente, esse virus pode sobreviver por poucos dias. A infectividade
viral & afetada por armazenagem a 4°C, e para armazenamento a longo prazo, é
necessario manter esse virus a -70°C. Além disso, o VBI é facilmente inativado por
muitos desinfetantes comuns, incluindo alcool 70%, cloroférmio, fenol, formalina e
iodo (Jordan e Nassar, 1973).

2.4 Diagnostico

O diagndéstico para bronquite infecciosa aviaria requer testes laboratoriais, e a
confirmacgéo do diagndstico pode ser feita pelo isolamento viral em associagdo com
o resultado da sorologia. O diagndstico pode ser presuntivo, que € realizado
analisando o historico e os sinais clinicos, porém sé € possivel fazer essa analise no
estagio final da doenca. Por esse motivo é necessaria a realizacdo de exames
laboratoriais (Lima, 2007; Cubillos, 2009).
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Os métodos de diagndstico convencionais, que também podem ser chamados
de “classicos” do VBI s&o primordialmente baseados no isolamento viral em ovos
embrionados “Specific Pathogen Free” (SPF) (Owen et al., 1991; Gelb, 1989) ou em
culturas celulares (Hopkins, 1974), seguidos da identificagdo antigénica dos
isolados. Outra alternativa € o isolamento do VBI a partir da inoculagdo em anéis
traqueais de embrides de galinha SPF, a qual se revelou uma técnica bastante
sensivel (Cook et al., 1976), mas também muito laboriosa e demorada. Esse método
pode ser associado a reagao de imunofluorescéncia direta em cultura de traqueia,
permitindo a detec¢cdo mais rapida do virus (Bhattacharjee et al., 1994).

O VBI também pode ser detectado diretamente em tecidos de aves infectadas
por meio da técnica de imuno-histoquimica (IHC) ou por hibridizagdo “in situ”
(Colisson et al., 1990; Handberg et al., 1999). Diversos testes de imuno-
histoquimica foram aplicados utilizando apenas anticorpos monoclonais para
deteccdo do VBI, tanto para estirpes vacinais (Naqi et al., 1990; Nakamura et al.,
1991; Abdel-Monain et al., 2009) quanto para variantes (Cheen et al., 1996;
Handberg et al., 1999; Ziegler et al., 2002; Franga et al., 2011). Esta ferramenta
tornou-se de fundamental importancia no que diz respeito ao rastreamento do
tropismo viral de diferentes estirpes, permitindo uma analise topografica da migragéo
viral para 6rgaos distintos.

Os meétodos soroldégicos mais utilizados no diagndstico da Bl séo inibigado da
hemaglutinagdo (HI), virus-neutralizagdo (VN) (Capua et al., 1999) e o ensaio
imunoenzimatico “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISA) com anticorpos
monoclonais ou policlonais. Varios ensaios imunoenzimaticos foram desenvolvidos e
aplicados no diagndstico laboratorial da Bl. O ELISA apresenta a vantagem, frente
aos demais métodos soroldégicos, em virtude do seu baixo limiar de deteccéo,
associado a capacidade de oferecer resultados mais objetivos e reprodutiveis.
Portanto, permite a classificacdo mais rapida das amostras analisadas em niveis de
reacdo imunoenzimatica, e possibilita o acompanhamento do grau de imunidade
humoral local e sistémica, de um grande numero de aves vacinadas contra o VBI
(Cardoso et al., 1996a; Cardoso et al., 1996b; Ignjatovic e Ashton, 1996; Naqi et al.,
1993; Zellen e Thorsen, 1986; Garcia e Bankowski, 1981).

As técnicas de biologia molecular constituem, por sua vez, um meio de

diagnostico direto rapido, preciso e especifico na detecgdo do VBI. Como exemplo, a
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reacao em cadeia pela polimerase, antecedida pela transcri¢cao reversa (RT-PCR), é
uma ferramenta muito util na deteccéo de diversos RNA-virus (Cavanagh, 1993; Lee
et al., 2001). No caso do VBI, por ser um RNA-virus, a PCR foi aplicada pela
primeira vez de forma bem sucedida depois que o genoma viral foi transformado, por
meio da reagdo de transcri¢cao reversa (RT) em cDNA (Jackwood et al.,1992).

Tradicionalmente, a técnica de virus neutralizagdo realizada em ovos
embrionados foi utilizada para identificar os diferentes sorotipos do VBI. No entanto,
a técnica de RT-PCR em conjunto com o sequenciamento de genes especificos
pode ser rotineiramente utilizada com o objetivo de discriminar diferentes estirpes do
VBI (Keeler et al., 1998; Jackwood et al., 1997; Kwon et al., 1993; Montassier et al.,
2008).

O surgimento da PCR em tempo real trouxe a possibilidade de se usar uma
ferramenta de diagndstico ainda mais rapida em relagdo a técnica de PCR
convencional, com um aumento no indice de sensibilidade e reprodutibilidade, além
de permitir que seja quantificado o numero de copias virais em diferentes tecidos,
possibilitando uma interpretacdo mais completa e eficiente no que diz respeito a
patogenia ao tropismo celular do VBI. Esta técnica deu suporte as analises
histopatoldgicas e imuno-histoquimicas. Com isso, houve, também, uma redug&o no
risco de contaminagdo do ambiente por manipulagao do produto amplificado, ja que,
a PCR em tempo real permite a simultdnea amplificacdo e deteccdo da sequéncia
génica alvo amplificada, pelo uso de marcadores fluorescentes, além de evitar
manipulagdes adicionais na técnica de eletroforese e a exposi¢do ao brometo de
etideo (Callison et al., 2006; Niesters, 2004; Mackay et al., 2002; Jackwood et al.,
2003, Beneyeda et al., 2010).

Com o advento destas diferentes técnicas descritas anteriormente, a
avicultura atual, principalmente no que se refere as viroses e, dentre elas a Bl, pode
acessar muitas opgdes de procedimentos para o diagnostico laboratorial do VBI.
Isso tudo tornou possivel entdo, constatar que, se por um lado, um conjunto
significativo de dados sobre genotipagem tenham sido levantados para essas novas
variantes de campo do VBI no Brasil e no mundo, por outro lado, muito pouco se
conhece sobre as relagdes entre propriedades genéticas e fenotipicas desses novos
isolados brasileiros em comparacdo com as demais estirpes do VBI, e inclusive
aquelas utilizadas na producgéo de vacinas (Montassier et al., 2008).
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Em vista disso, fica evidente a importancia de serem feitas investigacoes
adicionais para melhor caracterizar os imunotipos e patotipos desses virus, e avaliar
os possiveis efeitos que as mudangas causadas por mutagcdes e/ou recombinacdes
no gene codificador da glicoproteina S1, ou até mesmo em outros genes desses
isolados tém, sobre os perfis de patogenicidade e também sobre o grau de prote¢ao
conferido pelas vacinas comerciais disponiveis no mercado contra infecgdes

causadas por estirpes brasileiras do VBI (Montassier et al., 2008).
2.5 Prevencao e controle

Atualmente, o controle e a prevencao da Bl s&o realizados por meio da adogao
de medidas de biosseguridade juntamente com os programas de vacinagdo dos
plantéis com vacinas vivas atenuadas e inativadas. A vacinagdo é uma das mais
eficazes abordagens para se induzir protegcado contra a infec¢gado pelo VBI (Jordan,
2017; Bande et al., 2015). A Organizagdo Mundial da Saude Animal, OIE,
recomenda que a epidemiologia dos sorotipos de VBI seja levada em consideragao
na escolha da vacina a ser utilizada em cada pais e regido geografica (Bande et al.,
2015; OIE, 2013). Em planteis brasileiros, a vacinagao contra Bl via de regra é feita
com vacinas vivas atenuadas e inativadas, sendo que na maioria das vezes utilizam-
se vacinas vivas atenuadas contendo a estirpe Massachusetts (Mass) do VBI, porém
surtos de Bl por cepas variantes, principalmente da linhagem GI-11 (gendtipo BR-1),
continuam acontecendo (Balestrin et al., 2014, Fernando et al., 2017).

As vacinas vivas atenuadas administradas diretamente na mucosa, pela via
ocular ou spray, conferem maior imunidade local no trato respiratorio, enquanto que
as vacinas inativadas sao mais indicadas para protecdo de poedeiras e
reprodutoras, e possuem a via intramuscular como padrdo de administracdo para
esse tipo de vacina. (Santos, 2009; Cavanagh, 2007; Cavanagh e Gelb, 2008). Os
programas de vacinagdo contra Bl podem variar de um pais para outro, ou mesmo
de uma criacdo para outra, dentro do mesmo pais, dependendo das condi¢coes
locais ou do levantamento das principais estirpes relatadas como circulantes
(Fernando, 2013).

Com a vacinagao, a imunidade ativa confere resisténcia a infeccdo com
amostra de virus homdloga e pode ou n&o gerar protegdo cruzada contra virus

heter6logo. A resposta imune mediada por células, gerada através da vacinagao
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com vacina viva atenuada, pode ter um papel critico na resposta contra a infecgao
pelo VBI, uma vez que a imunidade humoral sistémica, induzida pela vacinagdo com
vacina inativada, nado tem correlacdo com a protecdo do trato respiratério contra a
infeccéo pelo VBI (Dhinakar Raj e Jones, 1996; Gelb et al., 1998).

A imunidade local na traqueia poderia nesse caso ser mediada por células T
efetoras, uma vez que células T CD4+ e T CD8+ foram observadas em sec¢des de
traqueia e pulméo de aves infectadas com o VBI (Dhinakar Raj e Jones, 1996).
Okino et al. (2013) demonstraram, através da vacinagcado de aves SPF seguido de
desafio com o VBI, que as respostas de IgG, IgA e células T CD8+ desenvolvidas na
mucosa apos a vacinacao de pintos de 1 dia de idade podem ser consideradas boas
correlatas de protecao contra esse virus.

A maior parte das vacinas vivas € composta por estirpes do VBI que foram
passadas varias vezes em ovos embrionados, no intuito de diminuir a viruléncia
deste virus (Hofstad et al., 1975). Vacinas compostas por estirpes menos atenuadas
e com maior viruléncia residual, algumas vezes, séo utilizadas para a vacinagéo de
reforco por volta de sete a dez dias de idade. Vacinas de baixa viruléncia sao
adequadas para pintainhos com baixo nivel de imunidade materna, e a vantagem
destas vacinas € que elas ndo causam reacgdes respiratorias, ou interferem menos
na redugdo da taxa de crescimento, que pode ocorrer com vacinas de maior
viruléncia (Geilhausen et al., 1973). A desvantagem de se utilizar vacinas de baixa
viruléncia € que o nivel de imunidade induzido € baixo, e muitas vezes s&o
suficientes apenas para proteger o trato respiratério. Muitas vezes, estas vacinas
nao induzem uma protegao eficaz para outros tecidos e 6rgaos, tais como o rim e
oviduto, contra o desafio com estirpes que sdo nefropatogénicas ou patogénicas
para o trato reprodutivo (Dhinakar e Jones, 1996).

A estirpe vacinal atenuada tem a capacidade de infectar as células epiteliais
da mucosa do trato respiratério superior e anexos das aves, inclusive na presenca
de anticorpos maternos. Apesar de poder ocorrer neutralizagdo de algumas
particulas virais pelos anticorpos maternos, a grande capacidade de replicagdo do
virus no trato respiratorio superior possibilita a estimulacdo do sistema imune na
primo-vacinacgao, deixando o sistema imune melhor preparado para uma resposta de
memoria mais intensa e mais duradoura durante o segundo contato com o virus

vacinal (Villegas, 1997).
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Algumas vacinas vivas tém um grau significativo de viruléncia residual e uma
tendéncia para produzir aerossaculite, particularmente em condigdes ambientais
adversas, e quando combinadas a infeccado com bactérias como a Escherichia coli
(Hopkins e Voder, 1986). Diversos tipos antigénicos de vacinas da Bl estdo
disponiveis em todo mundo, o que resulta em um grande problema para os
produtores. Porém, a escolha da vacina contra o VBI pode sem duvida ser decisiva
para o sucesso da vacinacao, e por isso deve se levar em conta quais sdo os tipos
antigénicos prevalentes em determinadas regides. As vacinas utilizadas com mais
frequéncia sao as formuladas com estirpes atenuadas pertencentes ao
genotipo/sorotipo Massachusets, como as estirpes M41, MAS, H52 e H120. Outras
vacinas monovalentes também sdo usadas regionalmente na Europa e EUA, tais
como Connecticut 46, Arkansas 99, Florida, JMK, 4/96 (793) e D274 (Fernando,
2013).

Em todos os paises com avicultura mais avangada, existe uma grande cautela
quanto ao uso indiscriminado de vacinas vivas, de modo a nao serem utilizadas
estirpes vacinais de outras partes do mundo, que ndo estejam presentes em uma
dada regido ou pais e, assim evitar a disseminacdo de linhagens genéticas e
fenotipicas distintas das estirpes locais em suas criagdes (Fernando, 2013).
Entretanto, de acordo com Villegas (1997), o uso de outros sorotipos do VBI
associados ao sorotipo Massachusetts, como o Connecticut, amplia o espectro
antigénico do estimulo vacinal, resultando no desenvolvimento de anticorpos com
um maior espectro de reatividade cruzada contra outros sorotipos de VBI.

Com relagao a vacina inativada, sua grande vantagem é que, via de regra, ela
€ capaz de induzir a producao de elevados niveis de anticorpos sistémicos anti-VBI
que persistem por periodos mais longos do que aqueles induzidos por vacinas vivas
(Box et al.,, 1982). Os anticorpos circulantes estdo mais associados a prote¢ao
contra a viremia e o consequente envolvimento de 6rgéos extra-respiratorios, como
oviduto, ovario e rins durante a infeccdo pelo VBI, ndo impedindo, entretanto,
infeccbes das vias respiratorias, que € a porta de entrada desse virus (Martins,
1992; Di Fabio e Rossini, 2000).

Sendo assim, Lopes et al. (2018) propdem a utilizagdo de uma vacina
inativada formulada com estirpe variante do VBI (gendtipo Gl-11) encapsulada em
nanoparticulas de quitosana administrada via mucosa. As particulas de quitosana
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sdo eficientes em induzir resposta imune de mucosa contra virus respiratorios
aviarios e desta forma, o uso de uma vacina que € capaz de induzir anticorpos
especificos do IBV e respostas imunes no sitio primario da replicacdo viral, pode
permitir uma protecdo mais eficaz contra a infecgao por IBV e também pode impedir
a disseminacdo sistémica dessa infeccdo e o desenvolvimento de lesbes mais
graves (Lopes et al., 2018).

Uma das maiores dificuldades encontradas para o controle mais efetivo da Bl,
€ a identificacao de sorotipos, patotipos e protectotipos de estipes de campo em
surtos dessa enfermidade. Esta tarefa necessita de um grande empenho para
isolamento seguido dos demais testes para caracterizagdo antigénica e biologica
desse virus. O resultado normalmente € confirmado por outros testes, tais como
virus-neutralizacdo (VN) e sequenciamento de nucleotideos do gene S1. Algumas
estirpes vacinais do VBI, tais como Mass, Conn, Ark ou D274 podem ser
diferenciadas por anticorpos monoclonais especificos (Koch et al., 1986; Naqi et al.,
1993). Por isso, é de grande valia, estabelecer caracteristicas patogénicas de
determinadas estirpes de campo desse virus, para uma melhor caracterizacdo das
estirpes isoladas de campo e que se tenha entdo mais subsidios para dar um
direcionamento mais efetivo ao controle de surtos de Bl no Brasil (Fernando, 2013).

Em se tratando do Brasil, o controle da Bl é baseado principalmente no uso
de vacinas vivas atenuadas, sendo que até 2016, somente era permitido a utilizagao
de estirpes do sorotipo Mass na composi¢ao destas vacinas (Villarreal et al., 2010).
As estirpes vacinais mais frequentemente utilizadas no Brasil sdo H120, H52 e Ma5
do VBI. A vacina contendo a estirpe atenuada H120, devido ao seu maior numero de
passagens em ovos embrionados, € mais atenuada do que a formulada com a
estirpe H52 (Fernando, 2013).

A partir do segundo semestre de 2016, a industria farmacéutica veterinaria
brasileira obteve a autorizagdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para produzir e comercializar vacinas vivas atenuadas
formuladas com a estirpe da linhagem 11 do gendtipo | do VBI isolada no Brasil
(também denominada BR-l). Nesse contexto, deve-se ressaltar, que as vacinas
atenuadas formuladas com estirpes ou sorotipos variantes do VBl somente devem
ser utilizadas em areas onde este tipo de virus for responsavel por grandes perdas

econdmicas e, apos a sua completa caracterizagdo, pois ha o risco de se introduzir
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um novo sorotipo nessa regido, bem como aumentar o risco da ocorréncia de
recombinagcdo genética entre os diferentes sorotipos do VBI, gerando uma nova
variante, que pode ter consequéncias ainda mais desastrosas para a avicultura (Di
Fabio, 1992; Martins, 1992; Di Fabio e Rossini, 2000; Rocha, 2000; Resende, 2003;
Di Fabio, 2004).

Entretanto a presenga de variantes do VBI em plantéis brasileiros pode ser a
razao para o insucesso do controle da doenga no Brasil (Jackwood et al., 2012; Di
Fabio e Buitrago, 2009) de forma que vacinas com estirpes homologas a essas

variantes do VBI em nosso pais deveriam ser usadas.

3. HIPOTESE DE TRABALHO

Com o atual crescimento da produgao avicola comercial, o Brasil tornou-se o
segundo maior produtor e continua ocupando a posigao de maior exportador de
carne de frango do mundo. No entanto, novas tecnologias e pesquisas, no que diz
respeito a sanidade aviaria, devem acompanhar esse crescimento das ultimas trés
décadas. A produgdo avicola evoluiu a custa de um avanco consideravel na
genética, manejo e nutrigdo das aves, que trouxeram também problemas crescentes
como as infec¢gdes com o virus da bronquite infecciosa aviaria.

Atualmente, produtores e pesquisadores se deparam constantemente com
novos achados clinicos e diferentes lesdes relacionadas a infecgdo pelo VBI em
criacdes de aves vacinadas. Este contexto ndo esta reservado exclusivamente ao
Brasil e, em vista do exposto anteriormente, muitos paises estdo enfrentando novos
casos de BIl. Desta forma, estudos vém sendo realizados com propésito de
caracterizagdo das diferengas encontradas no genoma do VBI, em relacdo as
alteracbes fenotipicas que sdo encontradas nas estirpes variantes e, ainda, em
relacdo ao desenvolvimento de protecdo contra os diferentes sorotipos e novas
estirpes do VBI.

Em uma visdo mais abrangente da situagdo mundial, com relagao a constante
evolucdo das estirpes do VBI, constata-se que s&o necessarias pesquisas para
antecipar e desenvolver estratégias mais apropriadas e eficientes para fazer o
controle imunoprofilatico mais efetivo contra as novas variantes do VBI, que

continuamente estdo surgindo e sdo mais prevalentes no Brasil. Em especial, é
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imprescindivel que seja feita a avaliagdo da protecdo induzida pelas novas vacinas
comerciais disponiveis hoje, que sdo formuladas com estirpe variante brasileira do
VBI, e que tenham sido preconizadas para o controle e prevencdo da bronquite
infecciosa aviaria em nosso pais.

Desta forma, constata-se que por um lado € de suma importancia o
desenvolvimento de novas formulagdes vacinais que proporcionem uma protegcao
mais efetiva as aves frente as estirpes que apresentam propriedades genotipicas e
fenotipicas distintas do gendtipo/sorotipo Massachusetts, até entdo preconizado
para ser usado na formulagdo de vacinas vivas atenuadas contra Bl no Brasil. Por
outro lado, uma vez desenvolvidas e produzidas tais vacinas, faz-se necessario
avaliar e acessar experimentalmente a eficiéncia das novas vacinas disponiveis no
mercado, a fim de estabelecer os parametros de protecdo vacinal aos tecidos e
orgaos de predilecado para a replicagao viral e desenvolvimento de lesbes causadas
por essas novas estirpes variantes do VBI. De posse dessas informagdes, haveria
mais subsidios para auxiliar na elaboragao de programas vacinais mais efetivos para
cada regido, bem como os desafios advindos da adogdo de um determinado
programa imunoprofilatico para o controle da BI.

4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar as respostas imunes e a protecdo induzida por uma vacina viva
atenuada comercial formulada com estirpe variante brasileira da linhagem 11 do
gendtipo | do VBI (GI-11).

4.2 Especificos

- Avaliar a resposta imune humoral sistémica induzida pela vacinagdo com
vacina viva atenuada comercial com a estirpe variante brasileira, administrada
isoladamente ou combinada com a vacina viva atenuada comercial formulada com
uma estirpe do genadtipo/sorotipo Massachusetts;

- Avaliar a protecdo contra ciliostase traqueal, apds os desafios homodlogo e
heter6logo, que foi induzida pela vacinagdo com vacina viva atenuada comercial

com formulada com uma estirpe variante brasileira, administrada isoladamente ou
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combinada com a vacina viva atenuada comercial formulada com uma estirpe do
genotipo/sorotipo Massachusetts;

- Avaliar a protecdo contra o desenvolvimento de lesdes microscépicas em
traqueia e rim, apds os desafios homdlogo e heterélogo, que foi induzida pela
vacinagdo com vacina viva atenuada comercial formulada com uma estirpe variante
brasileira, administrada isoladamente ou combinada com a vacina viva atenuada
comercial formulada com uma estirpe do gendtipo/sorotipo Massachusetts;

- Avaliar a protegao contra a replicacdo do VBI em traqueia, pulméo e rim,
mensurando-se a carga viral nesses Orgdos, apds os desafios homodlogo e
heter6logo, que foi induzida pela vacinagdo com vacina viva atenuada comercial
formulada com uma estirpe variante brasileira, administrada isoladamente ou
combinada com a vacina viva atenuada comercial formulada com uma estirpe do

genotipo/sorotipo Massachusetts.

5. MATERIAL E METODOS
5.1. Delineamento experimental

Um total de 108 pintinhos de corte comercial da linhagem Cobb de 1 dia de
idade foram divididos em 3 grupos compostos por 24 aves, e outros 3 grupos
compostos por 12 aves cada, que foram mantidos em isoladores de pressao positiva
dotados de filtros HEPA. Foram utilizadas as vacinas CEVAC® IBras L (CEVA, BR)
contendo 10*° DIEs/dose, a qual é formulada com uma estirpe variante brasileira
(BR-1), e NOBILIS® IB Ma5 (MSD Animal Health, NL) com 10%*® DIEsy/dose,
composta pela estirpe Massachusetts. Os grupos foram vacinados no primeiro dia
de idade com 30uL de cada vacina por via oculo-nasal dentro dos isoladores,
conforme descritos na Tabela 1, sendo que o grupo BR + Mass foi vacinado com
30uL de cada vacina em cada olho. Os grupos foram desafiados aos 22 dias de
idade pela via 6culo-nasal (10°° DIEs por ave) com as estirpes do gendétipo brasileiro
(IBV/Brazil/lNUP/0516, @ GenBank  acess. KY465748) e  Massachusetts
(IBV/Brazil/SGO/0116, GenBank acess. KY465750) devidamente caracterizadas por

meio de sequenciamento do gene S1 inteiro.



Tabela 1. Grupos experimentais de aves vacinadas com vacinas vivas
atenuadas comerciais formuladas com estirpes virais distintas (Massachusetts-Mass
e variante brasileira - GI-11), e desafiadas com estirpe do gendtipo brasileiro BR-1 e

Massachusetts.

Grupos 1 dia 22 dias Amostragem

Desafio
Vacinagao
B IBV/Brazil/NUP/0516 24
10%*® DIEs; Mass
(Gendtipo BR-1)

Desafio
Vacinagao
D IBV/Brazil/SGO/0116 12
10%° DIE5,GI-11
(Genotipo Massachusetts)

F -2 PBS pH 7,4 12

Legenda: a- grupos néo vacinados; Gl-11 — estirpe brasileira; Mass — estirpe Massachusetts
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Foram coletadas amostras de traqueia, pulmao e rim aos 2, 4, 6 e 8 dias pos
vacinacgéo (d.p.v) e 4, 7 e 11 dias pés-infeccéo (d.p.i), sendo que 3 aves de cada
grupo foram eutanasiadas em cada periodo e, em seguida, coletadas as amostras.
Uma parte das amostras da traqueia foi destinada a avaliagdo da ciliostase; outra
parte, junto com amostras de rim, foram processadas por técnicas histolégicas. Uma
terceira parte das amostras foi submetida ao congelamento rapido em nitrogénio
liquido para posterior quantificagdo da carga viral. Além disso, foram coletadas
amostras de sangue com 2, 4, 7, 14, 21, 26, 29, 33, 36 e 43 dias de idade, a fim de
se determinar os niveis de anticorpos anti-VBI do isétipo IgG nos periodos pré e pos-
vacinagao, bem como a soro conversao pos-desafio.

Foram testados dois grupos controles, E e F, sendo um grupo controle
positivo da infecgéo por estirpe variante brasileira do VBI (E), o qual foi submetido a
infeccdo experimental sem prévia vacinagao, e um grupo controle negativo (F), ndo
vacinado nem desafiado. Ambos os grupos controle foram mantidos durante todo o
periodo do experimento em isoladores de pressao positiva exclusivos.

As lesbes foram avaliadas com escores e os dados de protecdo foram
considerados por meio das analises de ciliostase, histopatologia, carga viral por RT-

gPCR e sorologia, conforme as recomendagdes de Jackwood et al., 2015.

5.2.In6culo

5.2.1. Amostra Viral

Para os desafios com o VBI, foram utilizadas estirpes de campo isoladas de
diferentes criagbes comerciais de frango de corte. A estirpe variante utilizada foi a
IBV/Brazil/NUP/0516 (GenBank acess. KY465748), isolada em amostras de rins de
frango de corte de uma criagdo comercial situada na regido norte do Estado de S&o
Paulo.

Essa estirpe foi caracterizada geneticamente por meio de sequenciamento de
nucleotideos do gene da glicoproteina S1, segundo os procedimentos descritos por
Marandino et al., 2015. Apds o sequenciamento, essa estirpe do VBI foi classificada,

com base no alinhamento das sequéncias de nucleotideos e na analise filogenética,
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na linhagem 11 do gendtipo | do VBI, o qual também & denominado de gendtipo BR-I
(Valastro et al., 2016).

A suspenséo viral para o desafio foi diluida em solugéo salina tamponada com
fosfatos pH 7,4 (PBS) de forma a conter 10°° DIEsp em 100pL (De Wit e Cook,
2014).

Ja a estirpe Massachusetts utilizada foi a I1BV/Brazil/SGO/0116 (GenBank
acess. KY465750), isolada em amostras de traqueia de frango de corte de uma
criacao localizada na regido nordeste do Brasil, sendo que as aves apresentavam
sinais clinicos respiratérios no momento da coleta.

Essa estirpe também teve o gene S1 sequenciado e analisado com base no
alinhamento das sequéncias de nucleotideos seguido de analise filogenética, tendo
apresentado apenas 5 nucleotideos diferentes da cepa de referéncia M41. A
suspencdo viral para o desafio dessa estirpe foi também diluida em PBS a fim de
conter 10°° DIEso em 100uL (De Wit e Cook, 2014).

5.2.2. Propagacao viral e determinagao da infectividade viral

A propagacao da estirpe brasileira do VBI foi realizada em ovos embrionados
livres de patdégenos especificos (SPF) de 9 a 11 dias de incubagdo, com base na
metodologia descrita por Owen et al. (1991).

Além disso, a infectividade viral da estirpe foi determinada por inoculagao de
diluicdes seriadas do virus (10 a 10®) obtido do liquido cério-alantoide de ovos
embrionados SPF inoculados com a estirpe IBV/Brazil/NUP/0516. O titulo foi
expresso em Doses Infectantes Embrionarias 50% (DIEsp) e calculado pelo método
de Reed e Muench (1938).

5.3 Avaliagao da ciliostase

Foi realizada a avaliacdo da ciliostase traqueal aos 2, 4, 6 e 8 dias pos
vacinagao e aos 4, 7 e 11 dias pdés-infecgdo, com base na analise de seis anéis
traqueais por ave, sendo dois da regido proximal, dois da medial e dois da distal,
para serem definidas as percentagens de inibicdo do movimento ciliar de cada anel
traqueal analisado (Darbyshire e Peters, 1985). Para classificacdo dos escores, foi
adotada a escala de zero a quatro, de acordo com a intensidade da perda de
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movimento ciliar e o dano no epitélio traqueal, em cada um dos quatro quadrantes
analisados por anel traqueal (Andrade et al., 1982; Di Fabio et al., 2000, Okino et al.,
2013). O escore zero corresponde a 100% de integridade do epitélio traqueal,
enquanto que o escore 4 representa uma integridade epitelial de 0% a 25% (Okino
et al., 2013).

Para acessar o nivel de protecao vacinal foi realizado calculo conforme o que
foi preconizado por Cook et al. (1999), de forma que, quanto maior o valor em
porcentagem, maior o nivel de protegéo fornecido pelo programa vacinal.

5.4 Analise Histopatolégica

Fragmentos de traqueia e rins acondicionados em solucdo de formol
tamponado a 10% foram processadas por técnicas histologicas usuais de fixagao,
desidratacdo, diafanizagcdo e coloragdo com hematoxilina e eosina (HE). O exame
histopatoldgico da traqueia seguiu os parametros de avaliagdo estabelecidos por
Andrade et al. (1982) e Yashida et al. (1985); a analise histopaldgica dos rins foi
realizada de acordo com os parametros descritos por Chen et al. (1996). Os escores
de lesbes traqueais e renais de cada ave foram registrados individualmente e o
escore meédio de cada grupo foi calculado. O escore maximo possivel estabelecido
por ave foi 15 para a traqueia e 6 para o rim.

5.5 Carga Viral

Amostras de traqueia, pulm&o e rins foram maceradas em PBS e,
posteriormente, centrifugadas para sedimentacdo dos debris celulares. A extragao
do RNA viral foi realizada a partir do sobrenadante utilizando-se um sistema
automatizado (QIAcube HT, Qiagen, Hilden, Germany) com o kit comercial QlAamp
cador Pathogen Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), conforme as especifica¢cdes do
fabricante. No passo seguinte, o RNA foi submetido a técnica de RT-qPCR
quantitativa com o uso de oligonucleotideos iniciadores especificos para amplificar a
regido 5’-proximal do gene S1 (Okino, et al.,, 2013). As reag¢des foram realizadas
com QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany) para um volume
final de 20uL.
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Em suma, a deteccdo do VBI foi realizada concomitantemente a amplificacéo,
sendo monitorada apds cada ciclo da reacdo, sendo que a identificacdo da estirpe
foi baseada no perfil das curvas obtidas durante a reagcédo ou através das diferentes
temperaturas de fusdo (Tm -“melting”) obtidas. Para a mensuragé&o da replicagéo
viral foi utilizado o método de quantificagdo absoluta conforme recomendacdes
descritas por Okino et al. (2013). Para tanto, foi construida uma curva padréo para
quantificacdo absoluta do cDNA com base no ensaio com diferentes diluigdes de
razao constante igual a 10 de um plasmideo (vetor pGEM T Easy - Promega),
contendo o inserto do gene S1 do VBI da estirpe M41, que havia sido purificado e
quantificado por espectrofotometria ultra-violeta, nos comprimentos de onda de 260
e 280 nm, seguida de conversdo em numero de moles utilizando-se o programa
computacional Molbio.ru

(www.molgen.mpg.de/~soldatov/protocols/scripts/01 07.html).

As diluigbes da solugdo padrao do plasmideo contendo o gene S1 foram a
seguir testadas na técnica de qPCR com a utilizagdo dos mesmos oligonucleotideos
para amplificacdo de sequéncia parcial do gene S1 do VBI. Os valores de Cq obtidos
a partir da gPCR foram subsequentemente usados para calcular e tracar uma linha
de regressao linear através do logaritmo do numero de moles do “template” (eixo Y)
contra o valor correspondente de Cq (eixo X). A equacgéo linear gerada a partir da
curva padrédo foi y=-0,322x + 12,94 com coeficiente de correlacédo (r2) = 0,984.
Usando-se o coeficiente angular da equagao linear, a eficiéncia do teste foi estimada
em 109,89.

5.6 Analise Sorolégica

Foi realizada analise sorologica de todos os grupos por meio do método
indireto de ELISA nos intervalos 2, 4, 7, 14, 21, 26, 29, 33, 36 e 43 dias de idade das
aves dos diferentes grupos experimentais avaliados, a fim de se estabelecer a
cinética de produgao de anticorpos anti-VBI do is6tipo IgG no soro sanguineo apdés a
vacinagéo, bem como a soroconversao pos desafio. O ELISA foi realizado usando-
se kit comercial (Infectious Bronchitis Virus Antibody Test Kit — IDEXX IBV, IDEXX

Laboratories, Westbrook, ME, USA) seguindo-se as recomendac¢des do fabricante.
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5.7 Analise dos dados

As lesdes microscépicas foram avaliadas com escores variando de 0 a 3,
sendo 0 para auséncia de lesdes, 1 para leve, 2 para moderado e 3 para severa. Os
dados de protecéo foram considerados através das analises de escore de ciliostase,
histopatologia e carga viral por RT-gPCR, conforme as recomendagdes de
Jackwood et al. (2015).

Todos os resultados de protecdo vacinal (escore de ciliostase traqueal,
histopatologia e dos numeros de copias génicas do VBI na analise de carga viral)
obtidos foram submetidos a analise estatistica com o uso do software GraphPad

Prism 5.0, adotando-se o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

6. RESULTADOS

6.1. Avaliagao da ciliostase

A avaliagcao do movimento ciliar da traqueia no intervalo de dois d.p.v. revelou
escores mais reduzidos de ciliostase, com média de escore de 0,33 para 0os grupos
vacinados com a estirpe variante do gendétipo BR-1 (grupos A e D), enquanto que a
meédia do escore de ciliostase, para os grupos vacinados com a estirpe Mass (grupo
B) e submetidos a vacinagdo dupla (grupo C), foi de 0,44 (Tabela 2). No intervalo
seguinte, quatro d.p.v, escores médios de ciliostase um pouco mais elevados foram
observados nas aves do grupo C, que receberam as duas vacinas vivas atenuadas
(estirpes do gendtipo BR-1 e Massachusetts), com média de escore de ciliostase
igual a 0,88, enquanto que as aves dos grupos A, B e D apresentaram médias mais
baixas de escores de ciliostase quando comparadas com o periodo anterior (Tabela
2). J4, no intervalo de seis d.p.v, as alteragdes de ciliostase induzidas pelas estirpes
atenuadas vacinais diminuiram mais, porém o grupo C ainda apresentou uma média
de escore de ciliostase um pouco maior (0,66) do que as aves dos demais grupos
testados (Tabela 2).

A avaliacdo do movimento ciliar da traqueia apds o desafio demonstrou que,
no intervalo de quatro d.p.i, o grupo n&o vacinado e desafiado com a estirpe variante
brasileira (grupo E) apresentou a maior média de escore de ciliostase, seguido pelo
grupo D, que foi vacinado com a estirpe variante do gendétipo BR-1 e desafiado com
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a estirpe virulenta Massachusetts (Tabela 2). Ja, o grupo C (duplamente vacinado
com as estirpes atenuadas Massachusetts e BR-1) apresentou nesse mesmo
intervalo o menor escore meédio de ciliostase, ao passo que os grupos A e B, 1x
vacinado com estirpe BR-1, ou 1x vacinado com a estirpe Massachusetts,
apresentaram valores “intermediarios” de médias dos escores de ciliostase (0,97 a
1,11) frente aos desafios com estirpe virulentas do genaétipo BR-1.

No intervalo de sete d.p.i, os escores de ciliostase traqueal regrediram para a
maioria dos grupos experimentais e o grupo A, vacinado e desafio com a estirpe do
genotipo BR-1, revelou protegcdo contra a ciliostase traqueal causada pelo desafio
homologo (Tabela 3). Porém os grupos D e E mantiveram elevados os escores
meédios de ciliostase, estatisticamente iguais entre si e diferentes se comparados
com os dos demais grupos do estudo. Com onze d.p.i, os escores meédios de
ciliostase declinaram a valores proximos a niveis basais ou indistintos do escore
meédio de ciliostase traqueal apresentado pelas aves do grupo F (ndo vacinado e ndo
desafiado), com excegédo das aves do grupo D (vacinado com estirpe atenuada do
genotipo BR-1 e desafiado com estirpe virulenta de campo do gendtipo
Massachusetts), que revelaram uma pequena atividade de ciliostase (escore meédio
de ciliostase = 0,33) (Tabela 2).

A partir dos resultados da ciliostase traqueal e de acordo com o proposto por
Cook et al.,, 1999, no intervalo de quatro d.p.i, somente o grupo C, duplamente
vacinado, revelou protecdo completa contra o desafio pela estirpe virulenta do
genotipo BR-1, sendo que valores = 80% s&o considerados suficientes para a
protecdo do grupo de aves contra o desafio (Tabela 3). Os grupos que receberam
apenas uma dose ou da vacina atenuada com a estirpe desse mesmo genotipo
(grupo A) ou uma dose da vacina atenuada com a estirpe Massachusetts (grupo B)
apresentaram protegcdo parcial contra o desafio com a estirpe do gendtipo BR-1
(Tabela 3). E, ainda, o grupo apenas vacinado com a estirpe atenuada do gendtipo
BR-1 e desafiado com a estirpe virulenta de campo do gendtipo Massachusetts
(grupo D) ndo demonstrou protecdo heterdloga relevante contra esse desafio
(Tabela 3).
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Tabela 2. Avaliagdo da média de escores de inibigdo do movimento ciliar da traqueia

(0O a 4) de aves dos diferentes grupos nos diferentes intervalos poés-

vacinagao e pos-infeccéao.

Grupos 2DPV  4DPV 6DPV | 4DPI  7DPlI 11 DPI
A 0,33 0,22 0 0,97* 0,33° 0
B 0,44 0,33 0,11 1,11 0,44° 0,11
C 0,44 0,88 0,66 0,33*°  0,11° 0
D 0,33 0,22 0 1,97 1,78° 0,33
E -2 -2 -2 2,11° 1,77° 0,11
F -2 -2 -2 0,112 0,112 0

Legenda: DPV-dias pds vacinacao, DPI-dias pds-infecgdo, a-grupos nédo vacinados.

Tabela 3. Porcentagem de protegdo dos diferentes grupos vacinados frente ao

desafio com estirpes homologas ou heter6logas de acordo com o

proposto por Cook et al., 1999.

Grupos

4 DPI 7 DPI

MmMmOO W >

54,02%  81,35%
47,39%  75,14%
84,36% 93,78%

6,63%% 0,56%

94,78%  93,78%

Legenda: DPI — dias po6s infecgédo; grupo A — vacinagédo GI-11 e desafio BR-1; grupo B — vacinagdo Mass e

desafio BR-1; grupo C — vacinagdo Gl-11+Mass e desafio BR-1; grupo D — vacinagdo Gl-11 e desafio Mass;

grupo E — sem vacinar e desafio GI-11; grupo F — sem vacinar e sem desafiar.

6.2. Analise histopatologica

Alteracdes histopatoldégicas mais marcantes na traqueia foram observadas

aos quatro e sete d.p.i, sendo que os grupos que receberam vacina atenuada

contendo a estirpe brasileira do VBI, associada (grupo C) ou ndo com a vacina

atenuada contendo a estirpe Massachusetts (Grupo A) apresentaram as menores

meédias de escores de lesbes microscopicas traqueais quando desafiados com a
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estirpe homologa a do genotipo BR-1 do VBI, enquanto que as maiores médias de
escore de alteragdes histopatoldgicas traqueais foram observadas para as aves do
grupo D, vacinadas com a estirpe do gendtipo BR-1 e desafiadas com a estirpe
virulenta Mass do VBI, e pelas aves do grupo E (ndo vacinadas e desafiadas com
estirpe BR-1 do VBI) (Figura 1).

Com onze d.p.i, foi observado que as lesdes traqueais em todos os grupos
regrediram e houve regeneragao do epitélio ciliado, porém o grupo B (vacinado com
estirpe Massachusetts e desafiado com estirpe do gendtipo BR-1) ainda apresenta
um certo grau de lesdes na traqueia, sendo que esse periodo foi o unico com
diferenca estatistica na comparacéo entre os grupos (Tabela 4).

As principais lesbes microscopicas observadas foram: perda ciliar, presenca
de infitrado mononuclear, hiperplasia celular, degeneragdo epitelial e congestéo;
Perda ciliar e infitrado mononuclear foram os eventos observados com maior

frequéncia e intensidade de lesbes traqueais no intervalo de quatro d.p.i (Tabela 4).

Traqueia
E
| | | |
D
7 | | | |
=
B ——— 11 DPI
S C
© %7 DPI
B | |
“4 DPI
A
|
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Média do escore total de lesoes histopatolégicas
Legenda: DPI — dias pds infec¢édo

Figura 1. Média do escore de lesdes histopatologicas encontradas em amostras de
traqueia das aves dos diferentes grupos analisados neste estudo ao longo

dos periodos pés- infecgédo.
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Tabela 4. Resultados da analise histologica de traqueia nos diferentes grupos de
estudo aos 4,7 e 11 d.p.i.

4 dpi
Grupo Ave Perda ciliar Infiltrado Hiperplasia Dege.ner.agao Congestao Escore Média
mononuclear epitelial total
1 2 2 1 1 2 8
A 2 0 1 0 0 0 1 3,33
3 0 1 0 0 0 1
1 3 1 1 2 2 9
B 2 1 1 0 0 1 3 5
3 1 1 0 0 1 3
1 0 1 0 0 1 2
C 2 1 1 0 0 0 2 1,33
3 0 0 0 0 0 0
1 3 2 1 3 2 11
D 2 3 2 1 3 2 11 9,33
3 2 1 0 2 1 6
1 2 2 1 3 2 10
E 2 2 2 1 3 2 10 8,67
3 1 1 1 2 1 6
7 dpi
Grupo Ave Perda ciliar Infiltrado Hiperplasia Dege.ner.a(;éo Congestao Escore Média
mononuclear epitelial total
1 1 1 1 0 2 5
A 2 0,5 0,5 0,5 0 0,5 2 3,00
3 0,5 0,5 0,5 0 0,5 2
1 2 1 2 2 1 8
B 2 0 1 0 0 1 2 4
3 0 1 0 0 1 2
1 1 1 1 0 1 4
C 2 0 0 0 0 0 0 2,33
3 0 2 0 0 1 3
1 2 2 2 1 0 7
D 2 2 2 2 1 0 7 8,67
3 3 3 3 3 0 12
1 2 2 2 2 2 10
E 2 2 2 2 2 2 10 8,33
3 1 1 1 1 1 5
11 dpi
Grupo Ave Perda ciliar Infiltrado Hiperplasia Dege.ner.agao Congestéao Escore Média
mononuclear epitelial total
1 0 0 0 0 0 0
A 2 0 0 0 0 0 0 0,00*
3 0 0 0 0 0 0
1 1 1 1 0 0 3
B 2 1 1 1 0 0 3 3°
3 1 1 1 0 0 3
1 0 0 0 0 0 0
C 2 0 0 0 0 0 0 0,00"
3 0 0 0 0 0 0
1 0 1 0 0 0 1
D 2 0 1 0 0 0 1 1,00°
3 0 1 0 0 0 1
1 0 1 1 0 0 2
E 2 0 1 1 0 0 2 2,00°
3 0 1 1 0 0 2

Legenda: O-auséncia, 1-leve, 2-moderada, 3-severa.
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Com relagcdo ao rim, as alteragbes histopatoldgicas mais frequentemente
observadas foram infiltrado celular linfocitario intersticial e hiperplasia celular, sendo
que apenas uma ave do grupo B apresentou infiltrado celular linfocitario intersticial
aos quatro d.p.i e duas aves apresentaram a mesma alteragédo aos sete d.p.i (Figura
2). As maiores médias de escores de lesdo foram encontradas apenas aos onze
d.p.i, sendo que apenas aves dos grupos A e B apresentaram alteragdes
histopatologicas (Tabela 5). Apesar das diferengas observadas, as meédias de
escores de lesdes microscoépicas renais ndo diferiram estatisticamente em nenhum

dos intervalos pos-infecgcéo avaliados.

Rim

D
%2}
=
2 ¢ 11 DPI
]

%7 DPI

B |
%4 DPI

000 050 100 150 200 250 3,00 3,50

Média do escoretotal de lesdes histopatoldgicas

Legenda: DPI — dias pds infec¢édo

Figura 2. Média do escore de lesdes histopatologicas encontradas em amostras de
rim das aves dos diferentes grupos analisados neste estudo ao longo dos

periodos pos- infecgao.
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Tabela 5. Resultados da analise histolégica de rim nos diferentes grupos de estudo

aos 4,7e11d.p.i.

4 dpi
Grupo Ave Infiltrado celular linfocitario intersticial Hiperplasia celular Escore total Média
1 0 0 0
A 2 0 0 0 0,00
3 0 0 0
1 1 0 1
B 2 0 0 0 0,33
3 0 0 0
1 0 0 0
C 2 0 0 0 0,00
3 0 0 0
1 0 0 0
D 2 0 0 0 0,00
3 0 0 0
1 1 0 1
E 2 1 0 1 1,00
3 1 0 1
7 dpi
Grupo Ave Infiltrado celular linfocitario intersticial Hiperplasia celular Escore total Média
1 0 0 0
A 2 0 0 0 0,00
3 0 0 0
1 1 0 1
B 2 1 0 1 0,67
3 0 0 0
1 0 0 0
C 2 0 0 0 0,00
3 0 0 0
1 0 0 0
D 2 0 0 0 0,00
3 0 0 0
1 1 1 2
E 2 2 2 4 2,67
3 1 1 2
11 dpi
Grupo Ave Infiltrado celular linfocitario intersticial Hiperplasia celular Escore total Média
1 1 0 1
A 2 1 0 1 0,67
3 0 0 0
1 1 1 2
B 2 1 0 1 1,00
3 0 0 0
1 0 0 0
C 2 0 0 0 0,00
3 0 0 0
1 0 0 0
D 2 0 0 0 0,00
3 0 0 0
1 2 2 4
E 2 2 1 3 3,33
3 2 1 3

Legenda: 0-auséncia, 1-leve, 2-moderada, 3-severa.
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6.3.Carga viral

As cargas virais presentes nos 0Orgaos analisados apos a vacinagéo
demonstraram que, com quatro d.p.v, a maior carga viral foi apresentada na traqueia
das aves do grupo A (vacinado com a estirpe atenuada do gendtipo BR-1), seguido
pelas aves do grupo C, vacinado com as duas vacinas vivas atenuadas (estirpe
Massachusetts e estirpe variante do gendtipo BR-1) (Tabela 6). E interessante
observar também que, apesar de os grupos A e C apresentarem as maiores cargas
virais aos quatro d.p.v, houve uma queda desse parametro (quantidade de copias do
gene S1) para as aves desses dois grupos nos dois intervalos subsequentes
estudados (seis e oito d.p.v), enquanto que o grupo B, vacinado somente com a
estirpe Massachusetts, ndo apresentou alta carga viral apreciavel aos quatro d.p.v,
porém mostrou uma quantidade crescente da carga viral até os oito d.p.v (Figura 3).

Com relacdo a deteccao viral nos rins apds a vacinagao, verificou-se que foi
mais evidente aos seis d.p.v nos grupos A e C, vacinados com a estirpe variante
brasileira, associada ou n&do a estirpe vacinal atenuada Massachusetts (Tabela 8).
Tal dado confirma a minima tendéncia de tropismo para o tecido renal desta estirpe.
Ja, o grupo B, vacinado apenas com a estirpe Massachusetts, também apresentou
carga viral no rim, porém apenas aos oito d.p.v (Figura 3). Apesar das diferengas
observadas, ndo houve diferenga estatistica nas cargas virais entre os grupos em

nenhum dos periodos avaliados apds a vacinagao.
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Legenda: d.p.v - dias pds vacinagdo; grupo A (azul) — vacinagdo GI-11 e desafio BR-1; grupo B (vermelho) —

vacinacdo Mass e desafio BR-1; grupo C (verde) — vacinagédo Gl-11+Mass e desafio BR-1.

Figura 3. Numero de copias do gene S1 do VBI (log1o) detectado em traqueia e rim

das aves dos grupos A, B e C nos diferentes intervalos pos-vacinagao.

Apoés o desafio, as aves dos grupos A e C foram as que apresentaram as
menores cargas virais na traqueia ao longo de todo o periodo estudado (Tabela 6).
Essa mesma tendéncia de cargas virais mais reduzidas foi observada nas amostras
de pulm&o das aves desses mesmos grupo. (Tabela 7). O grupo D, vacinado com a
estirpe variante do genotipo BR-1 e desafiado com a estirpe Massachusetts,
apresentou a mais alta carga viral na traqueia aos quatro d.p.i, 0 que sugere
auséncia de protecdo cruzada da estirpe variante atenuada vacinal frente a um
desafio com a estirpe virulenta Massachusetts de um isolado de campo (Figura 4).
Além disso, nas amostras de pulmao, as aves do grupo D apresentaram, aos sete
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d.p.i, carga viral maior até mesmo do que as aves do grupo E (controle ndo vacinado
e desafiado com estirpe virulenta do gendtipo BR-1) (Figura 4). Estatisticamente, foi
observado diferenga entre os grupos nos seguintes tecidos e periodos analisados:
traqueia aos quatro e sete d.p.i (Tabela 6) e pulm&o aos quatro e onze d.p.i (Tabela
7), sendo que os grupos A e C foram iguais em todos os periodos analisados.

Com relagédo a carga viral em amostras de rim apds a infecgéo, verifica-se
que os grupos B e D apresentaram maior carga viral aos quatro d.p.i (Tabela 8). Tal
resultado evidencia que apesar de o grupo D ter sido vacinado com a estirpe
variante, a estirpe de desafio do gendtipo Massachusetts n&do teve redugéo
significativa na sua capacidade de se multiplicar nos rins. Aos onze d.p.i, 0s grupos
A e D vacinados com a estirpe variante revelaram auséncia de carga viral nos rins,
enquanto que no grupo B, mesmo as aves tendo sido vacinadas com a estirpe
Massachusetts, detectou-se uma carga viral mais reduzida nos rins ao longo de todo
o periodo estudado (Figura 4). Houve diferenca estatistica apenas aos sete d.p.i,
sendo que todos os grupos apresentaram cargas virais estatisticamente diferentes
em relagdo a do grupo controle e, ainda, o grupo C apresentou a menor carga viral
que foi significativamente diferente em relagdo as aves dos demais grupos
estudados (Tabela 8).

Tabela 6. Médias do numero de copias do gene S1 do VBI (logio) detectado em
traqueia dos diferentes grupos de estudo ao longo dos periodos
analisados.

Grupos  2DPV 4DPV 6DPV 8DPV § 4DPI  7DPI  11DPI

A 0,00 2,85 0,57 1,77 §0,89° 111® 0,00
B 0,00 0,23 0,57 0,66 §285®° 1,65 145
C 0,00 1,90 2,34 0,46 [ 0,13° 046 0,00
D 510° 2,27%°® 0,45
E 6,51° 3,34° 0,96

Legenda: DPV - dias pds vacinagéo; DPI — dias p6s infecgéo.
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Tabela 7. Médias do numero de copias do gene S1 do VBI (logi) detectado em
pulm&o dos diferentes grupos de estudo ao longo dos periodos
analisados pos-infecgao.

Grupos 4DPI 7DPI 11DPI
A 0,23° 0,00° 0,00°
B 1,54 0,79° 1,50°
C 0,00° 0,13? 0,00°
D 2,76° 3,06° 0,00°
E 2,78° 2,31° 0,34°

Legenda: DPI — dias p6s infecgéo.

Tabela 8. Médias do numero de copias do gene S1 do VBI (log1o) detectado em rim

dos diferentes grupos de estudo ao longo dos periodos analisados.

Grupos 2DPV 4DPV 6DPV 8DPV 4DPI 7DPI 11DPI

A 0,00 1,66 2,52 2,20 1,77 2,09° 0,00
B 0,00 0,00 0,00 1,43 3,07 2,85° 1,32
C 0,00 1,24 3,31 1,31 0,00 0,00° 0,68
D 3,49 1,83° 0,00
E 4,23 4,75° 1,66

Legenda: DPV - dias p6s vacinagéo; DPI — dias pos infecgao.
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Legenda: d.p.i - dias pds infecgdo; grupo A (azul) — vacinagdo Gl-11 e desafio BR-1; grupo B (vermelho) —
vacinacdo Mass e desafio BR-1; grupo C (verde) — vacinacdo Gl-11+Mass e desafio BR-1; grupo D (roxo) —
vacinacdo GI-11 e desafio Mass; grupo E (azul claro) — sem vacinar e desafio GI-11.

Figura 4. Numero de cépias do gene S1 do VBI (logio) detectado em traqueia,
pulmao e rim das aves dos grupos A, B, C, D e E nos diferentes intervalos

pos-infecgao.
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6.4. Analise sorolégica

Como foram utilizadas aves comercias, que sao progénies de matrizes multi-
vacinadas contra o VBI, os primeiros dias pds-vacinagido revelaram a presenga de
elevados titulos de anticorpos anti-VBI sistémicos de origem materna, que,
gradualmente, declinaram a niveis basais no momento em que foi realizado o
desafio; fazendo excecdo o grupo B, para o qual foi observada uma elevagéo
temporaria do titulo de anticorpos, aos sete d.p.v. Além disso, as aves desse grupo
mantiveram titulos de anticorpos anti-VBl um pouco mais elevados até o dia do
desafio em comparagdo com os titulos de anticorpos das aves dos outros grupos
experimentais (Figura 5).

Aos onze d.p.i, os niveis de anticorpos anti-VBI do isétipo IgG atingiram a sua
maxima concentragdo nas aves do grupo controle positivo (grupo E), ndo vacinado e
desafiado com estirpe virulenta do genétipo BR-1, o que pode ser observado
também, mas em menor propor¢do, no grupo C, constituido por aves vacinadas
duplamente com estirpe atenuada do gendtipo Massachusetts juntamente da
vacinagédo com estirpe atenuada do gendtipo BR-1 (Figura 5).

Ainda, com respeito aos intervalos pds-desafio, nota-se que os grupos A, C e
D apresentaram os maiores titulos de anticorpos anti-VBI no vigésimo primeiro d.p.i,
sendo que esses titulos de anticorpos tenderam a ser crescentes nesses grupos a
partir do décimo primeiro ou do décimo quarto d.p.i. O grupo B mostrou-se uma
excegao, pois os titulos médios de anticorpos anti-VBI desse grupo comegaram a se
elevar a partir dos sete d.p.i e se mantiveram nos mesmos niveis até o vigésimo

primeiro d.p.i (Figura 5).
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Legenda: seta vermelha — dia do desafio; grupo A (azul) — vacinacdo GI-11 e desafio BR-1; grupo B (vermelho) —
vacinacdo Mass e desafio BR-1; grupo C (verde) — vacinacdo Gl-11+Mass e desafio BR-1; grupo D (roxo) —
vacinacao GI-11 e desafio Mass; grupo E (azul claro) — sem vacinar e desafio GI-11; grupo F (laranja) — controle

negativo (aves ndo vacinadas e ndo desafiadas).

Figura 5. Perfil cinético (médias) da produgéo de anticorpos do isétipo IgG anti-VBI
detectados por ELISA nas amostras de soro sanguineo das aves dos
grupos A, B, C, D, E e F nos diferentes intervalos pés-vacinagao (d.p.v) e
pos-infecgao (d.p.i). A seta vermelha indica o dia em que foi realizado o

desafio.

7. DISCUSSAO

A vacina contendo estirpe atenuada do gendtipo BR-1, quando combinada
com a vacina atenuada com a estirpe Massachusetts, foi capaz de conferir maior
imuno protecdo em termos de impedir a ciliostase traqueal e/ou de proporcionar
reducées nas lesdes histologicas e nas cargas virais. Os demais protocolos de
vacinacgéao testados no presente estudo, usando-se somente a vacina atenuada com
estirpe do genodtipo BR-1 ou com estirpe do gendtipo Massachusetts, conferiram
apenas protegdo parcial, tanto contra o desafio com estirpe virulenta do gendtipo
BR-1 como contra o desafio com estirpe virulenta do gendtipo Massachusetts do

VBI.
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Os resultados deste estudo corroboram os estudos anteriores, os quais
demonstraram que ha apenas uma imunidade cruzada parcial quando as aves s&o
imunizadas com a estirpe Massachusetts e submetidas a infecgoes experimentais ou
de campo com estirpes variantes do VBI (Fernando et al., 2013; 2017, De Wit et al.,
2015). No entanto, o presente estudo descreve, em adigdo a isso, que 0O inverso
também ocorreu, ou seja, aves imunizadas com a estirpe variante brasileira
(gendtipo BR-1) apresentaram apenas uma imunidade parcial frente a infecgao
experimental heteréloga com a estirpe virulenta do gendtipo/sorotipo Massachusetts.

A avaliacédo de ciliostase mostrou que, apos a vacinagao, as aves vacinadas
com as duas estirpes vacinais (do gendtipo BR-1 e do genotipo Massachusetts)
desenvolveram, embora de baixa intensidade, escores de ciliostase
comparativamente maiores do que as aves que receberam apenas uma das estirpes
vacinais. Entretanto, apos o desafio, as aves deste grupo mantiveram uma maior
integridade do movimento ciliar na traqueia, assim como desenvolveram menores
lesdes microscopicas nesse mesmo 0Orgao e, ainda, revelaram uma menor carga
viral na traqueia, pulmao e rins. Tais resultados, em principio, eram esperados, visto
que foram os grupos com maior replicagdo vacinal. Resultado semelhante foi
encontrado por Okino et al., 2013, quando utilizaram dose cheia da vacinagao.

Ainda e talvez mais importante que a razdo anteriormente exposta, tais
resultados podem ser devidos a uma maior homologia antigénica entre as estirpes
vacinal e virulenta de desafio do genétipo BR-1, bem como ao possivel aumento do
espectro de protecdo apos terem sido associadas duas estirpes de
sorotipos/gendtipos diferentes do VBI (Cook et al., 1999; Terregino et al., 2008).
Entretanto, ndo se sabe, a longo prazo, qual sera o impacto dessa associagdo de
estirpes vacinais de diferentes gendtipos, visto que podem ocorrer recombinagdes
entre os virus vacinais e esse fenbmeno pode dar origem a variantes recombinantes
do VBI (Kusters et al., 1990; McKinley et al., 2008; Fraga et al., 2018).

As aves do grupo vacinado com a estirpe Massachusetts (grupo B), n&o
demostraram grandes reagdes pos-vacinais, pois nao foi observado
comprometimento do movimento ciliar da traqueia, assim como foram baixas as
cargas virais pés vacinagdo quando comparadas com os demais grupos avaliados.
No entanto, apds o desafio com estirpe heterdloga (gendtipo BR-1) foi observado um

certo grau de ciliostase traqueal aos quatro d.p.i, que regrediu ao longo do periodo
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estudado. Ha uma concordéancia entre a avaliagdo de estase ciliar traqueal com as
lesbes observadas na analise histologica, as quais foram evidentes nesse grupo,
fato que também foi observado nas amostras de rim. Ainda, tal observagao
comprova certo tropismo da estirpe variante pelo tecido renal (Winterfield e Hitchner,
1962; Cumming, 1963; Julian e Willis, 1969; Lambrechts et al., 1993). Da mesma
forma, a carga viral acompanha os resultados observados nas lesdes microscopicas
nos diferentes grupos experimentais do presente estudo (Chong e Apostolov, 1982;
Albassam et al., 1986).

Além disso, os grupos que foram vacinados com a estirpe variante do
genotipo BR-1 (grupo A) ndo demonstraram alteragdes patoldgicas relevantes pos-
vacinagdo no movimento ciliar da traqueia apesar de a carga viral demonstrar que
havia virus vacinal se replicando nos tecidos estudados. Entretanto, apos quatro
d.p.i com estirpe homdloga (gendtipo BR-1) nas aves vacinadas somente com
vacina atenuada formulada com a estirpe do gendtipo BR-1, observou-se um escore
meédio de ciliostase de 0,97, que representa 75% de integridade do movimento ciliar
traqueal, bem como foram detectadas lesdes histologicas em traqueia com escores
meédios de 3,33. Por outro lado, ndo foi observada nenhuma lesdo renal. Nesse
caso, entdao, demonstrou-se que houve protecao traqueal parcial por esse protocolo
vacinal, uma vez que para ser considerado protegido, 90% dos anéis traqueais
devem apresentar atividade normal do movimento ciliar (European Pharmacopoeia
8.0, 2013).

Com relacédo ao desafio heterdlogo, realizado com estirpe virulenta do
genotipo Massachusetts (grupo D), verifica-se que o grupo vacinado com a estirpe
atenuada do genodtipo BR-1 apresentou lesdes microscopicas de maior intensidade
na traqueia, expressas por maiores escores de estase ciliar e de alteragdes
histopatoldgicas pos-desafio. Tal fato pode estar relacionado com as caracteristicas
antigénicas da estirpe de desafio Massachusetts em relagdo a estirpe vacinal do
genotipo BR-1 e também devido a um menor espectro de imunidade cruzada em
relagdo a sorotipos/gendtipos heterologos do VBI (Fernando et al., 2017; Bande et
al., 2017).

A mensuragao de anticorpos no soro sanguineo neste estudo mostrou para a
maior parte dos grupos de aves testados baixos niveis de anticorpos anti-VBI,
mesmo apods o desafio. Tais resultados vao ao encontro das consideragdes feitas
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por Darbyshire e Peters (1984), que sugeriram que € desaconselhavel mensurar
esse tipo de anticorpos anti-VBI sistémicos e tentar associa-los com imuno protegao
ao desafio. E, de fato, a resposta de anticorpos pode ser muito baixa, como as
detectadas no estudo em apreco, especialmente apds a vacinagao de pintos de um
dia e portadores de elevados niveis de anticorpos maternos (De Wit, 2000).

Ademais, em relagao aos anticorpos anti-VBI presentes no soro sanguineo e,
de acordo com os achados de Mondal e Nagi (2001), a vacinagédo de pintos com 1
dia de idade acelera a taxa de deplecéo de anticorpos maternos na circulagao, o que
pode explicar por que os anticorpos maternos presentes nos pintinhos de corte nao
interferiram na indugao de resposta de imuno protecao frente ao desafio com estirpe
virulenta BR-1 obtida pela combinagao das vacinas vivas atenuadas com estirpes
dos gendtipos BR-1 e Massachusetts. Ainda, Davelaar e Kouwenhoven (1977)
demonstraram que a imunizagao efetiva contra a Bl pode ser obtida pela vacinagao
com a vacina contendo a estirpe H120 (estirpe Massachusetts) pelas vias conjuntival
e intranasal em aves de um dia de idade, apesar da presenca de altos niveis de
anticorpos maternos circulantes, o que pode estar relacionado aos achados de
estudos que indicam que a protecdo pds-eclosao de curto prazo frente ao desafio
com o VBI é devida aos anticorpos presentes na mucosa do trato respiratério e ndo
aos anticorpos circulantes (Mondal e Naqi, 2001).

Sendo assim, pode-se concluir nesse ponto que a resposta de anticorpos
sistémicos presentes no soro sanguineo apds a vacinagao contra o VBl em aves
jovens é geralmente considerada inadequada para avaliacdo da eficacia de uma
vacina viva atenuada contra o VBI. No entanto, a mensuragao de anticorpos séricos
anti-VBI é sugerida por algumas autoridades reguladoras como o método a ser
usado para avaliar a poténcia de uma vacina viva atenuada, ao invés de realizar
estudos de protecao in vivo (De Wit e Cook, 2014), sendo por esse motivo avaliado
neste estudo.

Deve-se levar em consideracdo, ainda, que da mesma forma que ha a
especificidade de resposta in vivo entre diferentes estirpes virais, a baixa resposta
sorolégica observada no teste de ELISA deste estudo pode ser atribuida a baixa
reacdo entre os anticorpos do soro sanguineo obtidos pelo estimulo com a
vacinagéo realizada com a estirpe variante do genottipo BR-1 com os antigenos

adsorvidos nas microplacas do kit comercial utilizado para o ensaio soroldgico, os
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quais via de regra sao preparados a partir da estirpe Massachusetts do VBI (Cook,
et al, 2012).

Outros parametros, como as respostas imunes mediadas por anticorpos
locais e por linfécitos T no compartimento das mucosas, especialmente no trato
respiratorio tém sido demonstrados como muito relevantes por apresentarem
maiores correlagdes com o estado de protecao frente ao desafio com o VBI. Desta
forma, esses dados poderiam explicar o desenvolvimento de um efetivo estado de
imuno protegédo contra o desafio com estirpe virulenta do genétipo BR-1 em frangos
de corte com elevados titulos de anticorpos maternos (Okino et al., 2013; Lopes et
al., 2018) e, portanto, devem ser acessados em futuros estudos envolvendo vacinas
contra essas estirpes do VBI.

8. CONCLUSOES

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

0s objetivos propostos, foi concluido que:

* A vacinagdo somente com estirpe atenuada do gendtipo BR-1 seguida do
desafio com estirpe homdloga 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 vacinagao com duas estirpes vacinais atenuadas, i.e., do gendtipo 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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