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A bronquite infecciosa das galinhas (Bl) € uma doenga viral respiratéria
aguda, disseminada no mundo todo. E uma doenga altamente contagiosa, com
sinais clinicos de espirros, ronqueira e estertores traqueais. Os sintomas diminuem o
desempenho das aves, com perda de peso e refugagem. As complicagbes com
infecgdes bacterianas secundarias causam grandes perdas econdmicas por
condenacao de carcagas principalmente por aerossaculite (Cavanagh e Naqi, 2003).
O virus da bronquite infecciosa das aves (VBI) replica também no oviduto e em aves
em producéo causa perdas de 10 a 50% na produgdo de ovos, causando ainda
alteragbes da qualidade da casca e consequentes deformagbes nos ovos.
Frequentemente a produgéo de ovos ndo retorna aos niveis normais (Cavanagh e
Naqi, 2003). ‘

O VBI é membro da familia Coronaviridae que agrupa o0s géneros
Coronavirus e Torovirus. Trés grupos compdem o género Coronavirus, 2 grupos de
virus de mamiferos e o grupo 3, no qual o VBI esta inserido. No género Torovirus
nédo foram descritos até o momento, nenhum virus aviario (Cavanagh e Naqi, 2003).
O VBI é um virus envelopado, que contém um genoma de RNA ndo segmentado de
27,6 Kb, que codifica 3 proteinas estruturais: M, S e N. A glicoproteina S (“spike
protein”) contém 1.160 aminoacidos e é clivada em duas subunidades, S1 e S2, das
quais S2 € mais conservada em sua sequéncia de aminodacidos. S1 é a principal
proteina viral indutora de respostas imunes mediadas por anticorpos neutralizantes
(Cavanagh e Nagi, 2003), tendo assim um importante papel na indugéo de protegao
vacinal contra a doenca. Porém, a S1 apresenta um alto grau de variabilidade e &
este grau de variabilidade antigénica que determina se o virus constitui ou ndo um
sorotipo diferente. A alta variabilidade de S1 decorre de mutagdes frequentes,
comuns aos virus cujo genoma contém RNA. Nesta a enzima RNA polimerase é muito
mais sujeita a introduzir erros de copia no processo de replicagdo do genoma,
resultando com maior frequéncia em mutagOes pontuais nas sequéncias de seus
genes. Além das mutacdes, ja foi demonstrada também a ocorréncia do processo de
recombinacdo no genoma do VBI, surgindo novos virus por recombinagao entre os
genomas de diferentes virus circulantes em um mesmo hospedeiro. As proprias
amostras vacinais vivas atenuadas podem recombinar com cepas de campo
circulantes, podendo resultar em novos virus (Wang, et al., 1993 e Jia, et al., 1995),
razdo pela qual a introdugdo de novos sorotipos vacinais tem sido evitada e encarada
com muito critério quanto ao custo beneficio inerente aos riscos de surgimento de
novos virus. Por esta razdo, as alternativas de controle de surtos de BI ainda sao: 1)
o uso de vacinas do sorotipo Massachusets atenuadas por passagens em OvVOS
embrionados, tais como H120, H52, que possuem relativo espectro de protegdo
cruzada contra alguns sorotipos do virus; 2) cuidados essenciais de manipulagdo das



vacinas; 3)estratégias de revacinagdo de reforgo para tentar atingir uma resposta
imune mais eficiente; 4)bom manejo.

Segundo Cavanagh et al.(1992), ha evidéncias de uma consideravel
protecdo cruzada mesmo entre diferentes sorotipos do virus, uma vez que as
alteracdes por mutagdes e recombinagdes nem sempre s&o significativas, nao
resultando na necessidade de novas amostras vacinais contra estas “variantes”.
Portanto, para configurar situagdes de falhas vacinais, os testes de protegéo vacinal
in vivo tornam-se tdo ou mais relevantes do que apenas a caracterizagdo sorolégica
ou molecular do virus (Cook, 1997).

A comprovada ocorréncia de protegcdo cruzada entre diferentes
sorotipos do VBI suporta a observagdo de que muitas vezes um efetivo controle da
doenca deve levar em conta antes de tudo cuidados basicos e praticas corretas no
uso e manipulacdo de vacinas (Cook, 1997; Cavanagh, et al., 1997), especialmente
a adequada refrigeracéo e uso de doses completas recomendas pelo fabricante.
Entende-se assim que nem toda variante do VBI estara necessariamente associada
a total falha de protecdo vacinal, podendo-se considerar com mais precisao o
conceito de “protectotipos” sugerido por Cook (1997), onde a capacidade de
diferentes amostras do VBI circulantes & campo induzirem ou nao protegéo cruzada
é utilizada para classificar as amostras como variantes ou nao.

Por muitos anos a técnica de soroneutralizagdo cruzada (Cowen e
Hitchner, 1975; Hofstadt, 1981; Johnson e Marquadt, 1975; Cook, 1997) foi utilizada
como meio de definir a relagdo antigénica entre vacinais e amostras isoladas de
campo, de modo a prever e avaliar a capacidade de vacinas em conferir protegao.
Os virus que ndo produzem reagdes reciprocas de titulos neutralizantes sao
considerados diferentes sorotipos. Hoje, utilizam-se técnicas de diagndstico e
andlise molecular, que s&o muito mais rapidas que as provas de soroneutralizagao
cruzada e nao requerem reagentes especificos de referéncia tais como soros
hiperimunes e manipulagdo de cepas virais de referéncia para caracterizacao de
novos isolados de VBI suspeitos de variantes. O isolamento viral classico, utilizando
ovos embrionados SPF (“Specific Pathogen Free”) ou culturas celulares primarias de
rim de pinto (Gelb, 1989), permite disponibilidade de virus para caracterizagéo do
sorotipo viral e testes de protegéo vacinal. A desvantagem do isolamento viral € a
demora quando comparada a outros métodos mais rapidos como RT-PCR
diretamente em suabe de traquéia ou tecidos. A técnica de RT-PCR aliada a analise
de restricdo do gene da proteina S1 é mais rapida para o diagnostico e permite ao
mesmo tempo determinar variagdes a nivel molecular entre diferentes amostras
isoladas do VBI. A observacdo de uma correlagédo direta entre os resultados da
analise de restricdo com os resultados de testes de neutralizagéo cruzada faz com
que este diagndstico molecular se constitua em ferramenta agil e aplicavel ao
diagnéstico e epidemiologia de diferentes sorotipos ou variantes do IBV (Kwon et al.,
1993; Lin et al., 1991).

Paralelo aos avangos na utilizagao da biologia molecular no estudo da Bl
das aves, novas amostras do virus estdo continuamente sendo detectados. Em 1991,
na Inglaterra, comecou a ser relatado em galinhas em produgéo vacinadas, sinais de
doenga com caracteristicas incomuns a bronquite infecciosa. Estes surtos foram
associados com um novo tipo de virus, completamente diferente das amostras de
VBI ja descritas. O novo virus foi denominado 793B por Gough et al., 1992 e amostra
4/91 por Parsons et al., também em 1992. A doenga relatada, apresentava
mortalidade elevada e uma miopatia do musculo peitoral profundo (Gough et al.,
1992 e Parsons et al., 1992 apud Cook, 1996). Entre 1990 e 1992 na regiao de



Delmarva surtos de doenga respiratéria em galinhas foram causadas por um virus
ainda n&o descrito nos Estados Unidos. Esta amostra foi denominada DE072 e logo
apos, foi relacionada a amostra vacinal holandesa D1466. Os surtos foram
controlados com uma vacina viva atenuada contendo a DEQ72 até 1996, quando
novos relatos surgiram.

Na China em 1996, surtos apresentando edema e Ulceras hemorragicas no
pro-ventriculo e mortalidade de 15 a 89% das aves, caracterizou o envolvimento da
amostra de VBl denominada “tipo pro-ventricular’. Ainda na China em 1998, pintinhos
adoeceram com aparente depressado, os olhos inchados, lacrimejamento e diarréia,
seguidos de sinais respiratérios. A morbidade foi de 100% e a mortalidade de 20%.
Os exames pés mortem mostraram intensa inflamagéo no pré-ventriculo, € um Unico
agente foi isolado e denominado VBl amostra QX.

Quadros de nefrite e falsas poedeiras também estdo sendo associadas a
amostra QX na Holanda, na Bélgica, Alemanha e Franga desde 2004. Em 2008 a
Inglaterra também relatou o isolamento da amostra QX.

No Brasil a presenga de amostras “variantes” do VBI também ocorre.
Desde 1973 e 1979 ficou comprovada a presenga de amostras nefropatogénicas
(Lamas et al, 1979 e July e Hipdlito, 1973, apud Silva 2010). A partir destes estudos
pioneiros, a necessidade de uitilizar uma vacina para Bl ficou comprovada e foi
aprovada em 1978. A utilizagdo da vacina sempre apresentou resultados
satisfatorios e ainda hoje, esse fato precisa ser considerado com cuidado.
A presenca do sorotipo Arkansas foi descrita em 1985 por Brandem. Em
1987 por Di Fabio e em 1992 por Wentz, amostras com baixa relagéo antigénica
com a amostra Massachusetts forma isoladas no pais. Porém, s&o ainda muito
escassos os estudos de variantes no Brasil que comprovem a baixa relagéo
antigénica coma a vacina disponivel. Um dos dados cientificos mais recentes € de
2000, onde Di Fabio e colaboradores, pesquisaram amostras de VBI em frangos e
poedeiras e encontraram pelo menos cinco diferentes sortipos. Em 2006, novas
amostras variantes foram descritas causando surtos da doenga em frangos de corte
e poedeiras no estado de Minas Gerais, e em 2007 as variantes aparecem
associadas a casos de enterite e infertilidade de machos (Trevisol e Jaenisch, 2010).

A partir de 2003/2004, lesOes atipicas de degeneragéo e necrose da
musculatura peitoral superficial e profunda foram também relatadas. Nestes casos,
algumas amostras de virus tém sido isoladas e sequenciadas, demonstrando novas
amostras de BI, distintos do sorotipo vacinal Massachusetts (Brentano et al, 2005).
Uma destas amostras foi avaliada frente a uma amostra vacinal Massachusetts
disponiveis no Brasil com dois programas de vacinagdo: uma dose e duas doses de
vacina H120. Os resultados sugeriram que ndo houve completa protecéo cruzada
entre a amostra de desafio e a amostra de vacinal (Trevisol et al, 2006). Porem
ainda falta conhecer melhor essas amostras envolvidas com lesdes na musculatura
peitoral, uma vez que testes de inoculagdes experimentais com altas doses da
amostra isolada de um desses casos néo foi capaz de reproduzir as lesées, embora
a doenca respiratéria, foi visivel (Brentano et al, 2005). A deposicdo de
imunocomplexos nas paredes capilares dos musculos foi também relacionada a uma
causa da possivel miopatia. Novos testes de protegédo cruzada realizados em 2009
com amostras consideradas “variantes” do ponto de vista da biologa molecular,
mostraram que aves SPF vacinadas com duas doses de H120, apresentaram
protecdo para as duas variantes analisada, sendo que uma delas mostrou-se



altamente patogénica quando os tecidos das aves desafiadas e nao vacinadas foram
analisados (Trevisol et al, 2010).

O Brasil tem controlado a bronquite infecciosa das galinhas (BIG) com
vacinacao desde 1979, quando a primeira vacina foi licenciada (Silva, 2010). Falhas
de protecédo tem sido relatadas e a ocorréncia de manifestagdes clinicas diversas,
s&o associadas as variagdes do virus e o surgimento de amostras variantes (Back,
2009)). Especula-se que essas variantes resultam em protecdo cruzada “pobre”
frente a amostra vacinal disponivel. A identificagdo de variantes e a avaliagao frente
a vacina viva, busca auxiliar o entendimento desses casos clinicos e a adequacgéo
dos procedimentos de controle. Mas, para determinar a eficacia de uma vacina viva,
s&0 necessarias instalacdes especificas, pessoal qualificado, tempo e um método
confiavel e exequivel. H4 muito descrito na literatura, mas a experiéncia da Embrapa
tem mostrado a dificuldade em manter padrées de leitura e interpretagdo para o
principal indice de validagdo de uma vacina viva para BIG. Este indice é o percentual
de protecéo indicado pela atividade ciliar em anéis de traquéias. Essas traquéias sao
colhidas de aves vacinadas e desafiadas. Desde os primeiros estudos da Embrapa
com testes de desafio in vivo, esse parametro tem sido avaliado e a partir das
dificuldades encontradas, vimos trabalhando para adequar este sistema, para termos
uma avaliagdo mais facilmente executavel e menos subjetiva. A padronizagao de um
escore de leitura com critérios especificos e exemplos gravados em video tem
facilitado muito a interpretacdo do ensaio, aumentando a confiabilidade e a
reprodutibilidade (Trevisol et al 2011, no prelo).

A consolidagdo da metodologia de ensaios de protegcdo in vivo esta
acontecendo paralelamente a implementagéo de um teste molecular quantitativo que
complementara as leituras das traquéias. Além disso, estudos com marcadores
moleculares de inducdo de resposta imune e um melhor entendimento dos
mecanismos de ciliostase, estdo também sendo investigados. Esses parametros,
medidos por PCR em tempo real e as andlises histopatolégicas correspondentes,
certamente dardo maior robustez as nossos ensaio in vivo, e portanto, uma melhor
resposta a respeito da eficacia da vacina sorotipo Massachusets H120 frente as
variantes brasileiras.
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