[EY

O 00 N OO U1 h W N

[EE SE Y
N = O

13
14
15
16

17
18
19
20
21
22

23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36
37
38
39

AVESUI 2015

Falhas vacinais relacionadas a Bronquite Infecciosa das Galinhas
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A bronquite infecciosa (BlI) € uma doenca viral aguda e altamente
infectocontagiosa, que afeta primariamente o trato respiratério das galinhas, e
dependendo do tropismo da estirpe circulante, pode acometer o sistema
reprodutivo, ocasionando queda na producédo e na qualidade de ovos, e/ou os
rins ocasionando doenca renal grave.

Essa doenca também ¢é frequentemente apontada como fator
desencadeante de infec¢cdes bacterianas secundarias, como micoplasmoses e
colibaciloses (Matthijs et al., 2009; Dwars et al., 2009), responsaveis por um
grande nimero de condenacdes de carcaca durante o abate.

Uma analise econémica das perdas ocasionadas pela Bl na Inglaterra,
estimou ser uma das doencas respiratérias mais importantes em aves
comerciais, responsavel por perdas de aproximadamente 23 milhdes de libras
anualmente (Jones, 2010). Embora, ndo existam dados publicados da
quantificacdo econémica das perdas no Brasil, a doenca € considerada um dos
problemas mais relevantes na area de sanidade de aves.

Um programa de biosseguridade adequado juntamente com sistemas de
criacdo de idade Unica sdo essenciais para medidas de controle, mas a
vacinacdo € normalmente necesséria para aumentar a resisténcia das aves
contra infeccbes pelo virus da Bl (VBI) (De Wit el al.,, 2011). Apesar das
estratégias de vacinacdo de frangos no primeiro dia de idade e repetidas
vacinacbes no ciclo de vida das aves comerciais, o VBI tem causado
significativas perdas na producéo, indicando falhas no processo de vacinacéao,
por manejo incorreto das vacinas, ou insuficiente protecado cruzada conferida
pelo sorotipo vacinal utilizado no Brasil contra novas variantes desse virus.

As variantes do VBI podem ser definidas como mutantes de estirpes
parentais desse virus que diferem das estirpes classicas em termos de
genatipo, patotipo, antigenicidade e/ou imunogenicidade. Os mutantes do VBI
estdo constantemente sujeitos a eliminacdo pela resposta imune do
hospedeiro. Somente as estirpes com elevada variagdo antigénica sdo capazes
de escapar da protecao conferida pelo sistema imune induzida pelas vacinas e
sobreviver na populacdo de hospedeiros, levando ao desenvolvimento de
doenca clinica (Montassier, 2010).



40
41
42
43

44
45
46
47
48
49

50
51
52
53
54
55
56

57
58
59
60
61
62
63

64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

79
80

AVESUI 2015

A classificacdo de estirpes do VBI pode ser feita por testes que analisam
e classificam diferencas encontradas no genoma do virus (genétipos) ou por
testes que avaliam a atividade biolégica do virus (protectotipos, sorotipos e
patotipos) (De Wit et al., 2011).

a. Gendtipos: € baseada em variacdes na sequéncia de nucleotideos do
genoma completo ou parcial (especialmente no gene S1) do virus. De acordo
com o grau de homologia entre as sequencias génicas, é possivel “prever’ o
grau de protecdo cruzada entre a estirpe vacinal e o novo isolado de VBI,
embora isso ndo necessariamente implique em modificacbes do sorotipo ou
protectotipo.

b. Sorotipos: € baseada na reatividade cruzada entre o virus (o qual
gueremos classificar) e anticorpos anti-VBI soro-especificos usando a técnica
de virus-neutralizacdo. Duas estirpes (A e B) sdo consideradas do mesmo
sorotipo quando os titulos necessarios para neutralizacdo entre heterélogos
(anti-soro A com virus B, e anti-soro B com virus A) diferem pelo menos 20
vezes dos titulos necessarios para homaologos (anti-soro A com virus A, e anti-
soro B com virus B), em ambas direces.

7

c. Patotipos: é baseada na patogenicidade do virus, ou seja, nhos
orgaos/sistemas mais lesados pelo virus, dependendo da estirpe viral. Embora
0 VBI se replique em diferentes epitélios celulares, pode ou ndo causar leséo
no 6rgado. De acordo com essa classificacao, as diferentes estirpes do VBI sdo
denominadas de acordo com o sistema/6rgdo acometido em: estirpes
respiratoria, renal e reprodutiva. Embora, uma estirpe possa afetar mais de um
sistema.

d. Protectotipos: é baseado na evidenciacdo da protecdo das aves
conferida por imunizacdo prévia. E realizada através de experimentos “in vivo’.
Resumidamente, as galinhas SPF (“Specific Pathogen Free” — Livres de
patdogenos especificos) sao inoculadas/vacinadas com a estirpe A (que
geralmente é a estirpe encontrada na vacina “viva” comercialmente disponivel);
apos 3-4 semanas é realizada a segunda inoculacdo/desafio, com a estirpe B.
ApoOs 5 dias as aves sao sacrificadas e as traqueias séo colhidas e avaliadas
pelo teste de ciliostase, onde é verificado o grau de estase ciliar. Se os cilios
apresentarem atividade ciliar normal, as aves sdo consideradas protegidas
devido a exposicdo prévia com a estirpe A. Nesse caso, as estirpes A e B
pertencem ao mesmo protectotipo. Outro método padrdo utilizado é o
isolamento viral em ovos embrionados, onde, dependendo do percentual de
aves em que é feita a recuperacdo do virus (isolamento viral) a partir das
traqueias, as aves sao consideradas desprotegidas, e ndo pertencem ao
mesmo protectotipo.

Atualmente, a classificagdo de estirpes do VBI em genotipos € a mais
frequentemente utilizada em todo o mundo, inclusive no Brasil (Montassier et
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al., 2006, 2008; Villarreal et al., 2007a, 2007b, 2010; Fraga et al., 2013), devido
a maior praticidade e rapidez, e vem substituindo os testes de sorotipagem e
protectotipagem. Mas até que ponto essa classificacdo traz informacdes para o
campo? A genotipagem é importante em estudos epidemioldgicos, e pode ser
considerada um “indicativo” de auséncia de protecao cruzada entre a estirpe
vacinal e a estirpe circulante no campo, pois pequenas alteracbes de
aminoacidos na proteina S1 podem resultar em alteracdo de sorotipos devido a
alteracdo de epitopos virus-neutralizantes. Na pratica, os resultados de
genotipagem nao fornecem resposta definitiva sobre a eficacia da protecéo
vacinal frente ao desafio no campo com estirpes circulantes. Em contrapartida,
os testes de protectotipagem podem responder de forma eficiente se ha ou ndo
protecdo conferida pela vacinacgao frente ao desafio.

Em relacdo a formulagdo de vacinas atenuadas contra Bl, principal tipo
de vacina indutora de protecdo frente ao desafio, sabe-se que alguns paises
permitem somente a utilizagdo do sorotipo Massachusetts (Mass), como a
estirpe H120, como é o caso do Brasil. Em contrapartida, outros paises
também permitem o0 uso de outras estirpes, como por exemplo, nos Estados
Unidos, onde sdo licenciadas as estirpes Connecticut, Arkansas (Ark),
Delaware 072 e Georgia 98 além da Mass, ou ainda no Reino Unido onde a
estirpe 4/91 também ¢é licenciada (OIE, 2013, De Wit el., 2011).

O uso de mudltiplos sorotipos em programas de vacinacdo contra Bl &
justificado pelo aumento do espectro de protecdo em resposta ao desafio,

frente a comprovada auséncia de protecdo cruzada entre determinadas
estirpes, demonstrada ha muito tempo (Hofstad, 1961, 1981, Gelb et al., 1981).

No Brasil, alguns trabalhos tém avaliado a protecdo conferida pelas
vacinas atenuadas comercialmente disponiveis (Mass), frente aos isolados de
campo brasileiros considerados variantes do VBI. O primeiro trabalho que
caracterizou protectotipos brasileiros (Di Fabio et al., 2000), demonstrou que
embora tenham sido encontrados sorotipos diferentes do Mass (4 isolados
avaliados), a vacina (H120) apresentou protecdo completa contra 3 isolados e
protecdo parcial contra 1 isolado.

Em 2006, um estudo que identificou um isolado de campo brasileiro foi
caracterizado como de patogenicidade principal para gonadas, e ap0s o teste
de protectotipagem, foi verificado que a vacina atenuada H120 conferia
protecdo contra o desafio por esse virus (Pereira et al., 2006).

Outro isolado de campo brasileiro, genotipado como variante do VBI, foi
caracterizado como nefropatogénico, e apés avaliagdo da protecdo cruzada
conferida pela vacina H120, foi verificada protecdo parcial (Fernando et al.,
2013).
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Ainda em relacdo aos testes de protectotipagem (utilizando-se a vacina
atenuada do sorotipo Mass do VBI), cinco isolados de campo brasileiros,
também genotipados como variantes do VBI, de patogenicidade
predominantemente respiratéria, apresentaram protecdo cruzada satisfatéria
com estirpe vacinal (Trevisol 2010, 2012, 2014, 2014b).

Finalmente, mais quatro isolados de campo brasileiros, os quais a
homologia entre aminoacidos com M41 quanto ao gene S1 do VBI foi inferior a
72,8%, apresentaram bons niveis de protecdo cruzada frente a imunizacao
com vacinas do sorotipo Mass (De Wit el., 2014).

Em resumo, de acordo a metodologia preconizada pela Organizagao
Mundial de Saude Animal (OIE) (OIE, 2013) para teste de eficacia vacinal
contra BI, que prevé o uso do reisolamento viral ou da avaliacdo de ciliostase
em amostras traqueais, de todos os resultados de estudos de protectotipagem
de isolados de campo brasileiros, 13 isolados (de um total de 15 isolados
avaliados) apresentaram protecdo-cruzada adequada conferida pela vacina
Mass frente ao desafio, enquanto dois isolados apresentaram protegéo parcial.

Nesse contexto, cabe-se questionar se os problemas relacionados as
falhas vacinais frente ao desafio pelo VBI observados no campo, no Brasil, séo
de fato restritos a alteracbes antigénicas das estirpes circulantes que
impossibilitariam a protecdo cruzada conferida pelo Unico sorotipo (Mass)
permitido na formulacdo de vacinas comerciais no pais.

A administragéo da vacina atenuada contra a Bl pode ser realizada de
trés formas principais (Tabela 1), sendo que para todas elas é importante
considerar que a estabilidade da vacina diluida € mantida pelo curto periodo de
uma hora (Okino et al., 2015).

Tabela 1. Vias de administracdo da vacina atenuada contra Bl, e principais
recomendagodes.

Via de administracao da vacina | Principais recomendacdes

Agua de beber - Utilizar agua sem cloro
- Ajustar pH 6,0 - 7,5
- Jejum hidrico de 60-120 minutos

Oculo-nasal - Esperar completa absorgéao da gota antes
de soltar a ave
- Evitar aquecer frasco da vacina (m&os)

“Spray” incubatério - Ideal utilizar agua fria
- Ajustar gotas para 100-300 micras
“Spray” no campo - Direcionar jato de “spray” para cabeca
das aves

Nos Estados Unidos, os relatos de falhas de protecdo referentes a
vacinacdo com sorotipo Ark DPI frente ao desafio por estirpes “Ark like”,
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inicialmente apontados serem devido ao aparecimento de “quasispecies”
dentro desse sorotipo, e consequente protecdo cruzada insuficiente, foram
melhor avaliados, e foi demonstrado serem devido a falhas na aplicacdo da
vacina e ndo por alteracdes antigénicas (De Wit et al., 2011).

Ainda em relagdo a vacinagdo com sorotipo Ark da BI, um recente
estudo demonstrou que a via de administracdo e dose vacinal envolvidos
podem influenciar na eficacia da vacinacdo. Nesse estudo, foi demonstrado
que a vacinacado via “spray” utilizada no incubatério ndo foi eficaz em conferir
protecdo, por outro lado quando administrada via ocular a protecao foi obtida
de forma satisfatoria. Além disso, duas doses da vacina administradas em 7 mL
a 20 aves apresentaram melhores indices de protecdo quando comparado a
utilizacdo de duas doses em 7mL a um grupo de 40 aves. Sugerindo que
combinagdo de via de administracdo, dose e volume de vacina s&o fatores
importantes na inducao de protecéo (Roh et al., 2013).

Em outro estudo, foi observado que a dose de vacina atenuada contra o
VBI administrada no primeiro dia de idade via 6culo-nasal possui influéncia na
indug&o de respostas imunes locais e por consequéncia, no desencadeamento
de lesdes ocasionadas pelo virus de desafio. Ou seja, quanto maior a dose de
vacina administrada, melhores foram as respostas imunes humoral e celular
locais, melhor uniformidade do grupo, e menores o0s escores de lesGes
microscopicas foram observadas na traqueia, apos desafio com virus
patogénico (Okino et al., 2013).

Dado todo o exposto, em casos de presenca de desafio de Bl no campo,
€ importante considerar uma série de fatores antes de apontar as alteracfes
antigénicas como causa Unica de falhas vacinais, como por exemplo: via de
administracdo, dose, titulo, data de expiracdo, armazenamento, uniformidade
da vacinacao no lote e boas préaticas de manejo.
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