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Introducao

A bronquite infecciosa das aves (Bl) € uma doenca viral respiratéria
aguda, disseminada no mundo todo. E uma doenca altamente contagio-
sa, com sinais clinicos como: espirros, rongueira e estertores traqueais.
Os sintomas diminuem o desempenho das aves, com perda de peso e
refugagem. As complicacdes com infec¢cOes bacterianas secundérias
causam grandes perdas econdmicas por condenacodes de carcacas
devido, principalmente, a aerossaculite (CAVANAGH; NAQI, 2003). O
virus da bronquite infecciosa das aves (VBI) replica no oviduto, causan-
do perdas de 10 a 50% na producédo de ovos, alteracdes da qualidade
da casca e consequente deformacdes nos ovos, sendo que, frequente-
mente, a producao nao retorna aos niveis normais (CAVANAGH; NAQI,
2003). Algumas amostras sao altamente nefropatogénicas, podendo
causar mortalidade de até 30% em aves jovens. A natureza altamente
transmissivel da doenca e a ocorréncia de multiplos sorotipos do virus
tém complicado os resultados da vacinacdao e aumentado os custos de
prevencao da doengca com imunizacao. A capacidade do VBI de incor-
porar frequentes mutacdes e recombinacdes em seu genoma resultam
no surgimento de novos virus (que podem apresentar perfil genémico
considerado variante ou classico). No entanto, segundo Cavanagh et
al. (1992), ha evidéncias de uma consideravel protecdo cruzada mes-
mo entre diferentes sorotipos, uma vez que as alteracdées nem sempre
sao significativas, nao resultando na necessidade de novas amostras
vacinais contra estas “variantes”. Portanto, para configurar situacdes
de falhas vacinais, os testes de protecao vacinal in vivo tornam-se

tdo ou mais relevantes do que apenas a caracterizacao sorolégica ou
molecular do virus (COOK, 1997). Em 1991, na Inglaterra, em galinhas
em producao vacinadas, comecou a ser relatado a presenca de sinais
de bronquite infecciosa com caracteristicas incomuns. Tais surtos
foram associados a um novo tipo de virus, completamente diferente
das amostras de VBI descritas até entdo. O novo virus foi denominado
793B (GOUGH et al., 1992) e amostra 4/91 (PARSONS et al., 1992).
A doenca relatada apresentava mortalidade elevada e uma miopatia do
musculo peitoral profundo (GOUGH et al., 1992, citado por COOK et
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al., 1996). No Brasil, a partir de 2003, surtos “atipicos” de bronquite
associados com a apresentacao de um novo tipo de lesdo, caracteriza-
da por degeneracao e necrose da musculatura peitoral, também foram
observados (BRENTANO et al, 2005). Nestes casos, o virus da Bl foi
isolado em ovos embrionados tendo seu genoma detectado pelo teste
de Reacao em Cadeia da Polimerase posterior a Transcricdo Reversa
da regido-alvo do genoma viral (RT-PCR). Ao executar-se experimentos

Iu

de infeccao viral “in vivo” (em aves tipo Specific Pathogen Free - SPF),
foi possivel reproduzir doenca respiratéria e renal, tanto com lesdes

macroscoépicas como microscépicas, mas nao foi possivel reproduzir as
lesdes de miopatia. Os autores concluiram, entao, pela necessidade de

novos testes.

Em 2005, trés isolados brasileiros de VBI envolvidos com casos de
lesOes respiratdrias, renais, alteracoes na quantidade e qualidade dos
ovos e miopatia, previamente isolados, foram submetidos a PCR da
sub-unidade 1 da proteina Spike (S1) e, posteriormente, sequenciados
(BRENTANO et al., 2006). Duas amostras apresentaram perfil relacio-
nado a amostras nefropatogénicas do VBl e uma delas foi classificada
como sorotipo Massachusetts. Os resultados de filogenia encontrados
indicam que nao ha relagcao entre o perfil gendmico variante e as novas
lesbes de miopatia observadas. Uma dessas amostras foi utilizada para
testes de desafio frente a uma vacina sorotipo Massachusetts
(TREVISOL et al., 2006). Os resultados demonstraram reducao dos
sinais clinicos, mas nao da ciliostase, e alta taxa de recuperacao viral
quando comparou-se grupo vacinado e agredido com o grupo somente
desafiado. Em tal estudo, ndao houve completa protecdo cruzada, € a
possibilidade de rever programas vacinais, bem como o sorotipo vaci-
nal, é questionada, mas nao respondida.

Mesmo com o uso de vacinacao, o controle da Bl nunca foi, conforme
relatos de campo, plenamente satisfatério, sendo, porém, importante
lembrar que nao existem dados de prevaléncia nacional atualizados (ITO
et al., 2006). Sendo assim, é importante conhecer o perfil filogenético
destas amostras que se apresentam atualmente envolvidas com miopa-
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tia e determinar o grau de protecao conferido pela amostra vacinal Mas-
sachusetts frente as amostras isoladas no Brasil para melhor caracteri-
zar tais variantes presentes no territério nacional, gerando informacdes
mais concretas sobre este novo sorotipo denominado VBI 4/91.

Objetivos

e |[solar amostras do virus da bronquite infecciosa das aves envolvidas em
casos de miopatia, tanto em frangos de corte quanto em reprodutores
(matrizes);

e (Caracterizar o genoma do virus da bronquite infecciosa das aves envolvi-
das em casos de miopatia;

e Realizar um levantamento da ocorréncia de variantes do virus da bronqui-
te infecciosa das aves associadas a surtos “atipicos” da doenca;

e Definir o grau de protecéo vacinal cruzada frente a amostra “atipica” do
virus da bronquite infecciosa das aves associada a lesées musculares;

e |Investigar a associacao de lesdes na musculatura das aves a variantes
do virus da bronquite infecciosa.

Material e Métodos

Durante o periodo de vigéncia do projeto, de 2007 a 2010, foram
isoladas e recuperadas amostras do virus da bronquite infecciosa das
galinhas de casos de bronquite clédssica (problemas respiratérios) e de
casos “atipicos”, como presenca de lesdes na musculatura peitoral.
Para isso, porcoes de pulmodes/tragueias (amostra respiratéria) e muiscu-
los foram submetidas a inoculacdao em embrides de aves SPF. As amos-
tras que apresentaram lesGes sugestivas da presenca do VBI (Figura 1)
foram submetidas a técnica molecular de RT-PCR, em que um fragmen-
to de 1046 pares de base da proteina S1 foi amplificado e revelado em
gel de agarose a 1% (Figura 2). Apés a confirmacao de positividade
para VBI, os produtos da PCR foram purificados e sequenciados (ABI
3130 Life Technologies). Apds, as sequéncias obtidas foram processa-
das e analisadas in silico com o auxilio dos seguintes softwares: Vector
NTI 11; BLAST,; BioEdit 7.0 e MEGA 5.
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Fotos: lara M.Trevisol/Embrapa

Figura 1. A) Inoculacdo em ovos embrionados, B) Embrido normal 6 dias p6s
inoculacéo; e C) Embrides seis dias pds inoculacdo apresentando enrolamento,
nanismo e hemorragia

1046pb

Foto: Paulo A. Esteves/Embrapa

Figura 2. RT-PCR dos LCA colhidos da p6 em embrides de galinhas SPF:1)Mar-
cador peso molecular 1KB; 2)LCA contr (+) am M41; 3)LCA p6 amA; 4)LCA
p6 amB; 5)LCA p6 amC; 6)LCA p6 amD; 7) LCA contr (-)

A partir da andlise filogenética, duas amostras foram selecionadas

para os testes de desafio /in vivo: a amostra BIBR8471 recuperada de
matrizes com sinais respiratérios e renais, além de lesdes no musculo
peitoral, e a amostra BIBRO10, isolada de matrizes com sinais respiraté-
rios, taxa de mortalidade elevada e lesdoes de musculo. Tanto a vacina
H120 quanto as amostras de desafio foram tituladas e diluidas para
obtermos uma dose aproximada de 10%°DIE®°/ave. A amostra M41 foi
utilizada sob a mesma metodologia como referéncia de desafio. As aves
receberam duas doses de vacina via ocular aos 14 e 21 dias de idade e
foram desafiadas quatro semanas pdés-vacinacao (AVIAN..., 2008). A
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taxa de protecdo foi avaliada no 5° dia pds-desafio através do inverso
do percentual de alteracdes ciliares das traqueias. Nesse mesmo dia fo-
ram colhidas porcoes de traqueias em formol 10% e processados para
posterior exame microscoépico. As aves foram submetidas aos seguintes
tratamentos:

Controle negativo (NV/ND)

Controle da vacinacéo (V/ND)

Patogenicidade amostra variante BIBR8471 (NV/D am.BIBR8471)
Resposta ao virus variante BIBR8471 (V/D am.BIBR8471)
Patogenicidade amostra variante BIBRO10 (NV/D am. BIBRO10)
Resposta ao virus variante BIBRO10 (V/D am. BIBRO10)

Controle desafio (amostra referéncia M41) (NV/D am. M41)

N o o b wN =

8 Controle resposta a amostra homéloga (M41) (V/D am. M41)

NV: ndo vacinado; ND: ndo desafiado; V: somente vacinado; D: somente desafiado.

Para os testes in vivo, aves SPF foram aleatoriamente divididas em
oito grupos, mantidas em unidades isoladoras com ar filtrado e pressao
positiva (Figura 3).

Figura 3. Cabines isoladoras — estrutura da Embrapa Suinos e Aves para testes

in vivo
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Resultados e discussao

Cinco amostras de virus foram recuperadas de casos classicos de bron-
quite e 11 de casos “atipicos” da enfermidade. Dos casos em que havia
lesbes musculares envolvida, cinco amostras de tecido muscular foram

estudas. Em nenhuma delas foi possivel isolar virus ou fazer sua identi-

ficacdo pela RT-PCR.

Das 16 amostras virais isoladas, 11 foram caracterizadas pela
sequéncia de aminoacidos: quatro apresentaram perfil de classica e
sete apresentaram perfil de amostra “variante”. Este resultado confir-
ma a existéncia de amostras variantes e amostras classicas envolvidas
em surtos clinicos de BIG no Brasil e colabora com outros autores que
citam a grande diversidade genética das amostras brasileiras (ABREU et
al., 2006; VILLARREAL, 2007; MONTASSIER, 2008).

Para definir o grau de protecao cruzada das amostras BIBR8471 e
BIBRO10, frente a vacina H120, foi primeiramente calculado o per-
centual de aves com ciliostase (Tabela 1). O inverso do percentual de
ciliostase foi considerado como percentual de protecao (Tabela 2).

Tabela 1. Avaliacdo da ciliostase no epitélio traqueal cinco dias apds o desafio

1 NV/ND 18,0
2 V/ND 9,0
3 NV/D am. BIBR8471 91,0
4 V/D am. BIBR8471 9,0
5 NV/D am. BIBRO10 37,6
6 V/D am. BIBRO10 0,0
7 NV/D am. M41 100,0
8 V/D am. M41 18,0
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Tabela 2. Percentual de protecdo da vacina H120 frente a amostra de referén-
cia para estudos de bronquite e duas amostras de campo.

V/D am. BIBR8471 91,00
V/D am. BIBRO10 100,0
V/D am. M41 82,0

A alta patogenicidade da amostra M41 foi confirmada pelo alto indi-
ce de lesdo nos cilios traqueiais (100% de alteracao nos batimentos
ciliares), bem como da amostra “variante” BIBR8471. J4 a amostra
BIBRO10, também classificada como “variante”, apresentou alteracoes
ciliares inferiores a amostra de referéncia e a “variante” BIBR8471.
Isso pode ser interpretado como uma baixa patogenicidade da amostra
BIBRO10 para o trato respiratério das aves. Por outro lado, a amostra
BIBR8471 mostrou-se altamente patogénica (91% de alteracdo nos
batimentos ciliares) e, mesmo assim, o percentual de protecao de 82%
atende as normas internacionais para testes de eficacia de vacinas vi-
vas que exige no minimo 90% de protecao (AVIAN..., 2008). Os resul-
tados obtidos até o momento evidenciam que duas amostras variantes
genotipicamente pertencem a um mesmo protectotipo ou imunotipo.

A anadlise microscépica das traqueias das aves inoculadas corroborou
com as avaliacdes de viruléncia e patogenia do processo infeccioso. Os
achados microscépicos mais evidentes foram: descamacao do epitélio,
perda dos cilios, presenca de edema, congestao e infiltrado mononu-
clear e heterofilico, nas camadas mucosa e submucosa (Figura 5). As
lesdes foram mais severas para amostra BIBR8471 e menos significati-
vas para a mostra BIBRO10.
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B . GARRSR
Figura 4. Corte histolégico de traqueia de frango, (H&E, 40X). A) Mucosa
traqueal, sem alteracGes: camada epitelial com cilios, glandulas mucoides evi-
dentes; B) Mucosa traqueal, apresentando descamacéao do epitélio, perda dos
cilios, edema e infiltrado inflamatério

Consideracodes finais

Conclui-se que, embora as amostras BIBR8471 e BIBRO10 tenham

sido classificadas genotipicamente como “variantes”, duas doses de
10°*DIE, /ave de vacina H120 comercial (amostra tipo Massachusetts)
foram capazes de induzir protecao para ambas. Entretanto a amostra
BIBR8471 apresentou-se como uma amostra “variante” altamente pato-
génica, enquanto a BIBRO10 foi de baixa viruléncia.

Estes resultados reforcam a importancia da classificacao de novas
amostras em imunotipos (protectotipos) para a tomada de decisao e
elaboracao de estratégias de controle dessa enfermidade. Conhecer

a capacidade de protecdo da vacina viva disponivel é de fundamental
importancia no controle dessa enfermidade, uma vez que esse conheci-
mento influencia diretamente na decisdo de permitir ou nao a utilizacao
de novas amostras vacinais vivas no pais.
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