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RESUMO

A atividade avicola no municipio de Conceicao da Feira é de grande importancia para
o Estado da Bahia. A ocorréncia de enfermidades respiratdrias € um dos principais
problemas da avicultura industrial, sendo a bronquite infecciosa das galinhas
considerada a de maior frequéncia, acarretando importantes prejuizos economicos.
Apesar do controle dessa doenca ser realizado através de programas de vacinagao e
medidas de biosseguridade, surtos sao relatados. Este trabalho teve como objetivo
mensurar, através da técnica de ELISA indireto, os titulos de anticorpos contra o
virus da bronquite infecciosa das galinhas e comparar com os protocolos vacinais
utilizados, verificar se ha evidéncia de circulacao viral na regido e se os problemas
respiratorios que ocorrem podem ser atribuidos a esta enfermidade. Durante o
periodo de agosto de 2014 a abril de 2015 foram colhidas 2420 amostras de soro
sanguineo em frangos de corte nas idades de 14 e 40 dias, em 55 propriedades no
municipio de Conceicdo da Feira, Bahia. Foram detectados titulos de anticorpos com
valores extremos, variando de 1 a 5935 e elevado coeficiente de variacao
(CV=152,1% aos 14 dias e 185,1% aos 40 dias), porém os baixos valores de média
geométrica dos titulos ndo sugeriram circulacdo de virus durante o periodo do
estudo. O alto CV demonstrou nao uniformidade da resposta vacinal, bem como foi
observada baixa soroconversao entre as coletas, mesmo com a utilizagao de duas
doses de reforco a campo. Sintomatologia respiratoria foi observada em 30,9% das
aves, sendo a mortalidade elevada verificada em 78,18% das propriedades. O
presente estudo demonstra que, apesar de variados esquemas vacinais empregados
pelas empresas e produtores particulares, a resposta humoral ndao alcancou titulos
adequados de anticorpos. Observou-se que sintomatologia respiratdria e mortalidade
fora dos padrdes considerados aceitaveis sugerem que outras enfermidades podem
estar circulando na regidao ou ainda falhas de biosseguridade estejam ocorrendo e
devem ser investigadas.

Palavras chave: Enfermidade respiratoria, ELISA, Coronavirus aviario tipo 3.



ABSTRACT

The poultry activity in Conceicao da Feira City is of great importance for the state of
Bahia. The occurrence of respiratory diseases is one of the main problems of the
poultry industry, and the infectious bronchitis is considered the most often, causing
significant economic losses. Despite the control of this disease is carried out through
vaccination programs and biosecurity measures, outbreaks are reported. This study
aimed to measure by indirect ELISA, the antibody titers against the virus of infectious
bronchitis and compare with the used vaccination protocols, check for evidence of
virus circulation in the region and the respiratory problems that occur they can be
attributed to this disease. During the period from August 2014 to April 2015 were
collected 2420 samples of blood serum in broilers at the ages of 14 and 40 days in
55 properties in the Conceicao da Feira City. Antibody titers were detected with
values ranging from 1 to 5935 and high coefficient of variation (CV = 152.1% at 14
days and 185.1% at 40 days), but the low geometric mean titer values suggested no
virus circulation during the study period. The high CV showed no uniformity of
vaccine response and low seroconversion was observed between collections, even
with the use of two booster doses of the field. Respiratory symptomatology was
observed in 30.9% of the birds, and the high mortality observed in 78.18% of
properties. This study shows that although various vaccination schedules used by
companies and private producers, the humoral response did not achieve adequate
antibody titers. It was observed that respiratory symptoms and mortality outside the
standards acceptable to suggest that other illnesses may be circulating in the region
or biosecurity failures are occurring and should be investigated.

Key words: Respiratory illness, ELISA, avian Coronavirus type 3.
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1 INTRODUCAO

Dentre os segmentos da pecuaria, a avicultura se destaca em produtividade devido a
continua agregacao de novas tecnologias. Os indicadores de producdo da avicultura
brasileira estao entre os melhores do mundo (SALLE; SILVA, 2000).

Com grande importancia no cenario mundial, em 2014 a producdo de carne avicola
chegou a 12,69 milhdes de toneladas, garantindo ao pais a posicao de terceiro maior
produtor, sendo superado por Estados Unidos e China. Desse total, 4,09 milhdes de
toneladas sdo exportadas para mais de 150 paises, o que corresponde a 32,3% do
total produzido. Desde 2004 o pais ocupa a posicao de maior exportador mundial
(ABPA, 2015).

A Bahia vem se destacando na produgao de carne de frango no Nordeste, sendo a 22
produtora, com média de alojamento de 11,5 milhdes/frango/més e producdo de
138,3 milhdes/frango/ano, sendo a producao integrada correspondente a 85%,
atendendo a 60% da necessidade do mercado interno®. No ranking brasileiro de

abate de frango, ocupa a 112 posicao (ABPA, 2015).

A atividade avicola no Estado da Bahia se desenvolve em diversas regioes,
principalmente na regido do Recbncavo e cidades vizinhas. Cinco municipios
destacam-se na atividade: Conceicao da Feira, Sdo Gongalo dos Campos, Cachoeira,
Muritiba e Cruz das Almas. O municipio de Feira de Santana concentra empresas de
producao especializada, fornecedoras de insumos, prestadoras de servigos,

instituicOes de ensino publicas e privadas e de suporte para a atividade avicola (ABA,

' ABA. Associagdo Baiana de Avicultura. Alojamento de Pintinhos — Estado da Bahia/2015 — Relatério anual.

Bahia, 2016.
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2011).

Conceicao da Feira se destaca pela concentracdo de empresas avicolas e é conhecida
na Bahia como a Capital do Frango. A microrregiao de Conceicao da Feira merece
destaque, pois tem participacdao de 70% da producao, tornando-se uma das
principais atividades econbmicas em relacdo a producdo de aves (SANTOS;
TEIXEIRA, 2010).

A implantacao de programas para o melhoramento da qualidade dos produtos
proporciona o crescimento da industria avicola, além de expandir as fronteiras de
exportacao, sendo que as enfermidades infecciosas ainda representam o grande
desafio enfrentado pela avicultura (JAIMES-OLAYA et al., 2010).

Entre as doengas respiratorias, a Bronquite Infecciosa das Galinhas (BIG) ocorre com
grande frequéncia na avicultura industrial, cujo sistema de producdo é intensivo
(CAVANAGH, 2007), sendo a principal causa de perdas econdmicas, pois provoca
diminuigdo no ganho de peso devido a baixa eficiéncia alimentar, além da diminuicao
da producao e qualidade dos ovos (CAVANAGH; NAQI, 2003).

A BIG é uma doenga viral, aguda e altamente contagiosa que acomete aves de
diferentes idades em praticamente todas as partes do mundo onde ha avicultura
industrial (DI FABIO; ROSSINI, 2000). A doenca acomete o sistema respiratorio
superior, causando estertores traqueais, tosse e espirros (CAVANAGH; NAQI, 2003),
mas algumas cepas desse Coronavirus podem infectar outros o6rgaos, como o
sistema intestinal e urogenital (BIJANZAD et al., 2013a).

O controle da bronquite infecciosa tem sido feito por meio de programas de
vacinacao desenvolvidos de acordo com a epidemiologia da enfermidade na regido e
medidas bésicas de biosseguridade (DI FABIO; ROSSINI, 2000), porém a ocorréncia
de diversos sorotipos tem comprometido as medidas de prevencao por meio da
imunizagdo (CAVANAGH; NAQI, 2003) e surtos da doenca tém sido relatados em
plantéis vacinados em varios paises, inclusive no Brasil (RESENDE, 2003;
MONTASSIER, 2010).
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O diagnostico soroldgico de infeccdes pelo virus da bronquite infecciosa (VBI),
realizado através da utilizacdo de kits comerciais de ELISA indireto, tem sido
amplamente empregado como rotina de monitoramento soroldgico de plantéis
comerciais (CARDOSO et al., 2001; SOUZA; MARTINS; RESENDE, 2001). Esta técnica
permite avaliar a eficiéncia dos programas de vacinacdo e consequentemente
planejar as estratégias de controle da doenca (MUNIZ et al., 2000), além de

possibilitar o monitoramento dos desafios de campo (DI FABIO et al., 2000).

De acordo com a Instrucdo Normativa (IN) n® 17, de 07 de abril de 2006 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2006),
mortalidades elevadas ou com sinais sugestivos de Influenza Avidria ou Doenca de

Newcastle devem ser notificadas ao Servigo Veterinario Oficial.

Tendo em vista que grande numero de notificaches por alta mortalidade em
decorréncia de sintomatologia respiratéria em aves comerciais € informada ao érgao
oficial da Bahia, sendo a bronquite infecciosa atribuida como uma das causas desses
surtos, pretende-se verificar, através de sorologia, os titulos vacinais para o VBI, a
eficiéncia dos protocolos vacinais utilizados, a evidéncia de circulacdo de cepas de

campo e contribuir para o controle da enfermidade na regiao.

Sendo assim, o municipio de Conceicdo da Feira foi selecionado por possuir a maior
populagdo de frango de corte do polo avicola de Feira de Santana, além de todas as
empresas da regido atuarem de forma integrada neste municipio, fato que
proporciona a comparagao dos resultados soroldgicos com os diferentes protocolos

de vacinagao e de manejo adotados.
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2 OBJETIVOS

2.1  OBJETIVO GERAL

Avaliar, por meio da técnica de Elisa indireto, os niveis de anticorpos especificos para
o virus da bronquite infecciosa em frangos de corte nos diferentes sistemas de
producdo no municipio de Conceicao da Feira, visando subsidiar os programas de

prevencgao e controle da enfermidade na regiao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar os niveis de anticorpos de frangos aos 14 dias e em aves com idade
de abate (40 dias), das empresas integradoras e produtores independentes
atuantes no municipio de Conceicdo da Feira.

e Avaliar a eficiéncia, a campo, do protocolo de vacinacao utilizado pelas
diferentes empresas integradoras e produtores independentes.

e Verificar se ha evidéncia de circulacdo de virus de campo e se os surtos de
enfermidades respiratdrias em frango de corte que ocorrem podem ser
atribuidos a bronquite infecciosa.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DEFINICAO

A bronquite infecciosa das galinhas é uma doenca viral, aguda, altamente infecciosa
da espécie Gallus gallus, que acomete aves de diferentes idades e finalidades (DI
FABIO; ROSSINI, 2000; CAVANAGH; NAQI, 2003).

Embora o virus cause inicialmente uma doenca respiratdria, observa-se tropismo por
outros 6rgaos, ocasionando lesdes e sintomatologia no sistema urogenital (BENYEDA
et al., 2009). No sistema digestdrio sdao relatadas alteracdes, sem causar lesdes
histologicas (BIJANZAD et al., 2013b), que resultam na excrecao fecal do virus
(CAVANAGH, 2007; CHOUSALKAR; CHEETHAM; ROBERTS, 2010).

Como nao é considerada uma zoonose, a doenga nao tem importancia para a saude
publica (DI FABIO; ROSSINI, 2000; CAVANAGH; NAQI, 2003), porém esta incluida na
lista de doencas de notificacdo obrigatdria mensal, descrita na IN n° 50, de 24 de
setembro de 2013 do MAPA (BRASIL, 2013).

Entretanto, de acordo com a IN n°® 17, de 07 de abril de 2006 do MAPA, em seu
artigo 16, paragrafo 2°:

Quando da analise do Botetim Sanitario, caso seja identificada taxa de
mortalidade superior a 10% (dez por cento) num periodo inferior a 72
(setenta e duas) horas, desde o alojamento das aves no estabelecimento de
origem até a emissdo do boletim sanitéario, ou quando identificada
mortalidade igual ou superior a 1% (um por cento) durante o transporte das
aves, do galpao ao abatedouro, ou ainda quando identificados sinais clinicos
sugestivos de Influenza Aviaria ou Doenca de Newcastle no lote de aves,
devera ser realizada comunicacdo imediata ao Servico de Inspecdo de
Produtos Agropecudrios (SIPAG) e ao Servico de Defesa Agropecudria
(SEDESA) sobre o ocorrido (BRASIL, 2006, p. 6).

Diante do exposto, toda enfermidade que apresente sintomatologia respiratoria,
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nervosa e/ou digestiva com mortalidade subita e/ou elevada, deve ser

imediatamente notificada.

3.2 HISTORICO

A BIG foi observada pela primeira vez em 1930 na Dakota do Norte, EUA e descrita
por Schalk e Hawn em 1931 como uma doenca respiratoria de aves jovens
(FABRICANT, 1998), sendo posteriormente observada em aves semimaduras e
poedeiras (CAVANAGH; NAQI, 2003). Beach; Schalm (1936) demonstraram, através
de testes de filtracdo e de imunidade cruzada, que o agente causal era um
Coronavirus, diferente do causador da laringotraqueite infecciosa, que é um
Herpesvirus, apesar da sintomatologia semelhante. O primeiro cultivo em ovos
embrionados de galinha (OEG) foi realizado por Beaudette e Hudson em 1937, que
observaram a ocorréncia da morte embrionaria, sem causar as lesdoes na membrana
corioalantdide, associadas a laringotraqueite (FABRICANT, 1998; CAVANAGH; NAQ]I,
2003).

O declinio na producdo de ovos em poedeiras comerciais foi observado na década de
40, enquanto que lesGes nos rins foram observadas na década de 60. Devido a
grande importancia econdémica da doenca, esforcos para preveni-la foram realizados
por Van Roekel, em 1941, quando submeteu aves a exposicdo controlada ao virus
durante a fase de crescimento, antes do inicio da postura, dando os primeiros passos
para o desenvolvimento de programas de vacinacao (CAVANAGH; NAQI, 2003). Na
década de 50 iniciou-se a utilizacdo de vacinas vivas e duas décadas depois o uso de
vacinas inativadas (CAVANAGH, 2003).

Jungherr et al. relataram, em 1956, que os isolados Massachusetts (Mass) e

Connecticut produziam a mesma doenca, porém ndo ofereciam protecdo ou reagao
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cruzada, demonstrando a existéncia de mais de um sorotipo (CAVANAGH; NAQ]I,
2003). Apods a descricdo do primeiro sorotipo do virus, Mass, outros sorotipos e
gendtipos foram relatados em diversas partes do mundo (CUBILLOS et al., 1991;
COOK et al., 1999; DE WIT; COOK; VAN DER HEIIDEN, 2011) e mostraram
diferentes patogenicidades em galinhas (ABDEL-MONEIM; MADBOULY; EL-KADY,
2005). No inicio da década de 60, a doenca ja havia sido notificada em quase todo o
mundo (MUNEER et al., 1999).

No Brasil, o primeiro isolamento do virus foi relatado por Hipdlito em 1957, no estado
de Minas Gerais. A vacinagao com o sorotipo Mass, cepas H52 e/ou H120, foi
instituida oficialmente em 1979 e até 1989, através de testes de neutralizagdo
cruzada, a maioria das cepas de campo brasileiras eram classificadas no sorotipo
vacinal (ITO, 2006 apud MONTASSIER, 2010). Ja na década de 1990, estudos
encontraram, em aves comerciais em todo o Brasil, pelo menos cinco tipos

antigénicos diferentes do sorotipo vacinal (DI FABIO et al., 2000).

3.3 IMPORTANCIA ECONOMICA E SITUAGAO ATUAL

Grandes perdas econdmicas ocorrem devido a reducao na producao através da
diminuicdo do ganho de peso e eficiéncia alimentar, diminuicdo da producdo e
qualidade dos ovos, aumento da condenagdo de carcagas ao abate (CAVANAGH,;
NAQI, 2003) e gastos com medicamentos para controlar infeccOes bacterianas
secundarias (CAVANAGH, 2003).

Distribuida mundialmente, tem sido relatada principalmente onde ha avicultura
industrial, sendo a doenca considerada um dos mais importantes problemas
sanitarios deste setor (CAVANAGH; NAQI, 2003; CAVANAGH, 2007), inclusive no

Brasil, apesar da ampla utilizagdo de vacinas vivas atenuadas e inativadas
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(MONTASSIER, 2010).

Virus da BIG foram isolados em diversos paises da América do Norte (FABRICANT,
1998; AMMAYAPPAN; VAKHARIA, 2009), América do Sul (CUBILLOS et al., 1991;
BALESTRIN et al., 2014), Europa (DAVELAAR; KOUWENHOVEN; BURGER, 1984;
COOK et al., 1999), Asia (MUNEER et al., 1987; AL-HAMMAD; AL-AFALEQ;
MOHAMED, 2014), Africa (ABDEL-MONEIM; AFIFI; EL-KADY, 2012; AFIFI et al.,
2015) e Oceania (CHOUSALKAR; CHEETHAM; ROBERTS, 2010).

No Brasil tem sido isolado em diversas regides, pois Di Fabio et al. (2000) analisaram
e caracterizaram 15 amostras isoladas de surtos de doencga respiratoria, digestiva
e/ou renal em frangos de corte, poedeiras comerciais e matrizes pesadas nos
estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parana e Bahia, ficando clara a existéncia de
cinco diferentes tipos de VBI. Souza; Martins; Resende (2001) encontraram cepas
variantes da amostra vacinal M41 em amostras de surto ocorrido em Minas Gerais €,
dos doze isolados de campo estudados por Montassier et al. (2008), em Sao Paulo e

Santa Catarina, sete pertenciam a quatro genotipos diferentes do sorotipo vacinal.

De acordo com Sandri (2009), existe uma alta frequéncia (>77,5%) da doenca nas
regides nordeste, sul, sudeste e centro-oeste em matrizes, poedeiras e frangos de
corte, prevalecendo também o gendtipo diferente do tipo vacinal. Da mesma
maneira, Balestrin et al. (2014) identificaram variantes do sorotipo vacinal Mass e
variantes brasileiras, denominadas BR-I e BR-II em lotes comerciais de frangos de

corte e matrizes nas regides nordeste, sul e sudeste.

Apesar da utilizagao de vacinas vivas atenuadas e inativadas da cepa Mass, a doenca
no Brasil é endémica e surtos ocorrem provavelmente devido a emergéncia de cepas
variantes do sorotipo vacinal utilizado (MONTASSIER, 2010).

Vale salientar que, no Brasil e em muitos paises do mundo, a Unica vacina permitida
para uso é do sorotipo Mass e que estudos de desafio indicam inadequada protecao
contra algumas cepas variantes (COOK et al., 1999; DI FABIO et al., 2000).

Ha evidéncias de que a doenca ocorra em todo o pais, e os surtos registrados no
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ultimo ano foram 14 no Mato Grosso, 16 em Minas Gerais, um no Parana e 10 em
Santa Catarina (OIE, 2015), que demonstra a ampla distribuicdo da ocorréncia da

enfermidade no Brasil.

3.4 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS

3.4.1 Taxonomia

O virus da bronquite infecciosa pertence a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae e
género Coronavirus, que se subdivide em trés grupos, baseado em propriedades
antigénicas e identidade de aminoacidos. Os grupos 1 e 2 pertencem as
coronaviroses de mamiferos e o0 grupo 3 aos coronavirus aviarios, no qual estao os
coronavirus das galinhas (VBI), dos perus ( Turkey Coronavirus - TCoV) e dos faisdes
(Pheasant Coronavirus - PhCoV), geneticamente bastante relacionados, além de
coronavirus dos gansos (Goose Coronavirus - GCoV), patos (Duck Coronavirus -
DCoV) e pombos (Pigeon Coronavirus - PiCoV) (CAVANAGH, 2003; 2005).

Cavanagh et al. (2002) comprovaram que o isolado de faisdao phUK750/83
apresentou 95,7% a 99,4% de identidade com outros coronavirus de faisdes; 96,3%
a 97,0% com o de perus e 96,3% a 97,6% com o VBI.

3.4.2 Morfologia e estrutura do virus

De forma arredondada a pleomorfica, o envelope lipidico possui diametro de 90 a
200nm, aproximadamente 120nm, com projegoes superficiais denominadas “spikes”
(espiculas), de 20nm de comprimento, que conferem ao virus o aspecto de uma
coroa, justificando o nome dado ao género (DI FABIO; ROSSINI, 2000; ABDEL-
MONEIM et al., 2002; CAVANAGH; NAQI, 2003; ABDEL-MONEIM; MADBOULY; EL-
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KADY, 2005).

Figura 1 — Micrografia eletr6nica de particulas do Coronavirus da BIG (COOK;
JACKWOOD; JONES, 2012).

Estruturalmente é constituido por trés proteinas principais: nucleoproteina (N),
glicoproteina de membrana (M) e glicoproteina de espicula “spike” (S). Uma quarta
proteina denominada de pequena proteina de membrana (E), com 100 aminoacidos,
estd associada ao envelope viral e é essencial para a formacdo da particula viral
(CAVANAGH; NAQI, 2003; CAVANAGH, 2007).

O genoma viral é composto por uma cadeia de RNA de fita simples com simetria
helicoidal (DI FABIO; ROSSINI, 2000), nao segmentado, no sentido positivo, com
27600 nucleotideos (CAVANAGH; NAQI, 2003) e se encontra envolvido pela
nucleoproteina (N), com 420 aminoacidos, formando o nucleocapsideo (CAVANAGH,
2007). Esta proteina desempenha um papel na replicagdo do RNA viral (JACKWOOD;
HALL; HANDEL, 2012) e, juntamente com a glicoproteina S1, desencadeia uma
imunidade protetora através da inducao da resposta dos linfdcitos T citotdxicos no
hospedeiro (SEO et al., 1997).

A glicoproteina de membrana (M), tem 230 aminodacidos, com uma pequena por¢ao
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exposta a superficie externa do virus e esta relacionada com processos de
recombinacao entre os diferentes sorotipos (LAI;, CAVANAGH, 1997; DI FABIO;
ROSSINI, 2000; CAVANAGH; NAQI, 2003).

As projecoes de membrana, denominadas proteinas S, compostas de 1162
aminoacidos, sao divididas em duas subunidades, sendo S1 com 535 e S2 com 627
aminoacidos e, de acordo com Casais et al. (2003), desempenham um importante

papel no tropismo celular do virus.

A fracdo S2, carboxi-terminal, funciona como suporte da fracao S1 e ancora a
proteina S no envoltdrio lipidico da membrana (LAI; CAVANAGH, 1997), sendo
responsavel pela fusdo das membranas do virus e da célula do hospedeiro, para
posterior entrada do genoma viral (CAVANAGH, 2005, 2007; JACKWOOD; HALL;
HANDEL, 2012).

A fracdo S1, amino-terminal em formato de bulbo, é responsavel pela adsorcao ao
receptor celular e infectividade viral e induz a formagao de anticorpos neutralizantes
e inibidores de hemaglutinacdao (CAVANAGH et al., 1986; KOCH et al., 1990;
CAVANAGH, 2007; BOUROGAA et al., 2014), que sao responsaveis pela resposta
imune protetora. Por outro lado, Ignjatovic; Galli (1995) detectaram resposta
imunoldgica também as proteinas estruturais S2 e N. Mutacdes, recombinagdes e
forte pressao seletiva, que ocorrem na fragdo S1, promovem o surgimento de
variantes ou novos sorotipos, estratégia do virus para escapar dos mecanismos de
defesa do hospedeiro, levando & evolugdo do virus (DI FABIO; ROSSINI, 2000;
ABRO, 2013).

As trés regides mais varidveis da fracdo S1, denominadas de hipervariaveis
(Hypervariable regions — HVRs), sdo responsaveis por estas caracteristicas e estao
localizadas nos primeiros 395 aminoacidos, entre os residuos 38 a 67, 91 a 141 e
274 a 387 (CAVANAGH, 2005).
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Figura 2 — Esquema contendo a organizacao estrutural do Coronavirus da bronquite
infecciosa. Sdo destacadas as proteinas estruturais: S, glicoproteina de
superficie; N, proteina fosforilada de nucleocapsideo, e a M, glicoproteina
de membrana (OLIVEIRA, 2008)

Todos os coronavirus possuem a mesma organizacao do genoma: 5'UTR-1a/1ab-S-
3a-3b-E-M-5a-5b-N-3'UTR (JACKWOOD; HALL; HANDEL, 2012). As regidoes 5 UTR e
3’ UTR, cada uma com cerca de 500 nucleotideos, ndo sao traduzidas (untranslated
region - UTR) e ficam localizadas no final do genoma. O gene polimerase (gene 1),
que compreende as regides de leitura aberta (ORFs - Open Reading Frames) 1a e
1b, codificam 15 ou 16 proteinas ndo estruturais associadas com a replicacao e
transcricdo do RNA. Os genes das proteinas estruturais S, E, M e N e, localizados
entre as proteinas estruturais, estdao os genes 3, com 3 ORFs, que codificam as
proteinas nao estruturais 3a, 3b e 3c (esta codifica a proteina E) e o gene 5, com 2
ORFs, que codificam as proteinas ndo estruturais 5a e 5b (LAI; CAVANAGH, 1997).

De acordo com Casais et al. (2005) e Hodgson et al. (2006), estas 5 proteinas nao

estruturais, dos genes 3 e 5, ndo estao envolvidas no processo de replicacdo viral,
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mas podem exercer um importante papel no tropismo ou patogenicidade do virus
e nao sdao observados nos Coronavirus dos mamiferos (LAI; CAVANAGH, 1997;
CAVANAGH et al., 2002; CAVANAGH, 2007).
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Figura 3 — Esquema representativo do genoma completo do virus da bronquite
infecciosa (OLIVEIRA, 2008)

3.4.3 Caracteristicas fisico-quimicas

A maioria das cepas do VBI sdo termosensiveis, sendo inativadas a 56°C apds 15
minutos, porém, de acordo com Abdel-moneim; Madbouly; El-Kady (2005), apds 5
minutos, esse efeito & obtido. Fluido alantdide infeccioso pode ser estocado em
glicerina a 50%, sem refrigeracdo, e a 30°C por 24h ou -30°C por varios anos.
Tecidos infectados refrigerados conservam o virus por 80 dias. Liofilizado e
refrigerado, o virus pode ser mantido por até 30 anos. Apresenta resisténcia ao pH 3
e 9, sendo mais estavel ao pH 6 e 6,5 e é sensivel a maioria dos desinfetantes e a
radiacao ultravioleta (EL-HOUADFI et al., 1986; DI FABIO; ROSSINI, 2000; ABDEL-
MONEIM; MADBOULY; EL-KADY, 2005; FERREIRA et al., 2010; JACKWOOQOD; HALL;
HANDEL, 2012).

3.4.4 Classificagao viral

A classificagdo da cepa viral circulante em uma regiao ou pais é importante para o
conhecimento da epidemiologia e para a adocao de medidas de controle especificas
e divide-se em dois grupos: testes funcionais que, através da funcdo bioldgica do

virus, resultam em tipos antigénicos (sorotipos e tipos epitopos), patdtipos e
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protectétipos (imunotipos) e testes ndo funcionais, que definem o genoma viral
em gendtipos. Diversos testes estdo disponiveis ao redor do mundo para a

identificacao e classificacdo do virus (DE WIT, 2000).

3.4.4.1 Tipos antigénicos

A sorotipagem é o método de tipificacdo baseada na reacao entre a cepa viral e o
anticorpo produzido pela resposta imune da ave. Classicamente é realizada através
de testes de virusneutralizacao (virus neutralization test — VNT) em ovos
embrionados de galinhas livres de patdgenos especificos (specific pathogen free -
SPF), cultura de células (cell culture — CC) e em cultura de drgados traqueais de
galinha (tracheal organ cultures — TOC) (CUBILLOS et al., 1991; COOK; SMITH;
HUGGINS, 1986; EPIPHANIO et al., 2002) com a utilizacao de antissoros padrao
(CAVANAGH; NAQI, 2003).

A falta de padronizacao entre os diferentes laboratérios traz desvantagem na
comparagao dos resultados e, quando novos tipos de virus sdo detectados, novos
antissoros devem ser produzidos, o que torna este método nao pratico e caro (DE
WIT, 2000).

Nas décadas seguintes aos primeiros isolamentos do VBI nas diferentes regides
produtoras no mundo, dezenas de sorotipos e variantes do virus foram identificados
e associados com a doenca (IGNJATOVIC; SAPATS, 2000; RIMONDI et al., 2009;
FELIPPE et al., 2010).

A classificagdo em sorotipos é determinada pelas caracteristicas da subunidade S1 da
glicoproteina S. Testes que utilizam anticorpos monoclonais (Mabs), que podem ser
utilizados em ensaios de ELISA, reconhecem epitopos da subunidade S1 e identificam
sorotipos de forma mais rapida e econémica que os testes de virusneutralizacdo
(KOCH et al., 1990; CAVANAGH; NAQI, 2003).

Porém, a ocorréncia de pequena mutacdo pode gerar resultado falso-negativo, ja
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que nao ha ligagao entre o Mab e o epitopo. Este processo, porém, nado significa
que o virus seja de outro sorotipo, sendo necessario refazer o teste com outra
técnica para verificacdo, 0 que nao acontece quando o Mab é direcionado contra

regides conservadas do virus (DE WIT, 2000).

Essa capacidade de mutacdo e recombinacao ocorre devido ao material genético do
virus ser composto por RNA, que devido a fita simples, erros ndao sdo reparados
durante o processo de replicagao (JACKWOOD; HALL; HANDEL, 2012).

No entanto, segundo Koch et al. (1990), Mabs especificos para proteina de

membrana ou nucleoproteina ndo neutralizam o virus ou inibem a hemaglutinagao.

Pequenas diferengas nos aminoacidos da proteina S1 favorecem o surgimento de um
novo sorotipo do virus (CAVANAGH, 2003), na maioria dos casos, em torno de 20 a
25% (LIU; KONG, 2004), porém, algumas variantes com apenas 2 a 3% de
diferenca, comportam-se como dois sorotipos diferentes (COOK, 1984; COOK;
HUGGINS, 1986; KOCH et al., 1990; CAVANAGH et al., 1992; CAVANAGH et al.,
2005), enquanto que o restante do genoma permanece inalterado (COOK et al.,
1999). Ja a proteina S2 é mais conservada e difere cerca de 10 a 15% dos
polipeptideos (CAVANAGH et al., 1992).

Os processos de mutacao, que incluem insercdes e delecoes e de recombinagao,
através da ocorréncia de infeccoes mistas, além da pressdo de selegdo pelo uso
prolongado de vacinas vivas, sao os principais mecanismos de evolugdo do virus e
levam ao surgimento de novas cepas e variantes (JIA et al., 1996; DI FABIO;
ROSSINI, 2000; LIU; KONG, 2004; CAVANAGH et al., 2005; AMMAYAPAN e
VAKHARIA, 2009; JACKWOOD; HALL; HANDEL, 2012).

3.4.4.2 Patétipos

De acordo com o tropismo tecidual e as lesdes causadas nos 6rgaos de variados

sistemas, as cepas do virus sdo classificadas em patdtipos (DHINAKAR; JONES,
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1997a; CAVANAGH, 2005; ABDEL-MONEIM et al., 2009; MONTASSIER, 2010).
Deste modo, as manifestacOes clinicas da doenca podem ser respiratdrias (CUBILLOS
et al., 1991; COOK et al., 1999), renais (ABDEL-MONEIM et al., 2006), reprodutivas
(COOK; HUGGINS, 1986; MUNEER et al., 1987; AMJAD; HASSAN; ARSALAN, 2009) e
entéricas (BIJANZAD et al., 2013b). Algumas cepas podem estar relacionadas a
miopatia peitoral (CAVANAGH; NAQI, 2003; ALMEIDA et al., 2012), além disso, o VBI
ja foi isolado na bursa de fabricius (BIJANZAD et al., 2013a), glandula harderiana
(TORO et al., 2006) e proventriculo (ABDEL-MONEIM et al., 2009).

3.4.4.3 Protectotipos

A imunidade produzida por um sorotipo promove pouca protecao contra infecgao por
outro sorotipo (CAVANAGH, 2003). Estudos de imunizagao cruzada (cross-
immunization study - CIS), realizados em aves SPF (DARBYSHIRE, 1985; COOK et
al., 1999; GELB et al., 2005) ou testes de imunidade cruzada (cross-immunization
test - CIT), em cultivo de anéis de traqueia (EPIPHANIO et al., 2002), sugerem uma
nova classificacdo viral, em protectdtipos, com base na resposta imune, na qual um
sorotipo confere imunidade para outro sorotipo (DI FABIO; ROSSINI, 2000).

Importante informacao sobre a eficacia de uma vacina € fornecida com esta
classificacao (DE WIT; COOK; VAN DER HEIJDEN, 2010; DE WIT et al., 2011) sendo
mais relevante um estudo de protecao cruzada para determinar um programa de
vacinagao eficiente, do que o conhecimento do sorotipo de um novo isolado; porém
sao testes laboriosos e caros (MALO et al., 1998; COOK et al., 1999).

3.4.4.4 Genotipos

E a classificacdo baseada na caracterizacdo do genoma ou parte dele. Testes de
sequenciamento de nucleotideos sdo realizados preferencialmente no gene S
(KUSTERS et al., 1987; DOLZ et al., 2008), mas também no gene M (CAVANAGH;
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DAVIS, 1988) ou no gene N (BOURSNELL et al., 1985; ZWAAGSTRA; VAN DER
ZEIJST; KUSTERS, 1992). Além do sequenciamento, a deteccao de partes especificas
do genoma, através de reacdo em cadeia de polimerase pela transcricao reversa
(RT-PCR) ou a determinacao da posicao dos sitios de clivagem da enzima (analise de
restricdo do gene S1) através da técnica de polimorfismo dos comprimentos de
fragmentos de restricao (Restriction Fragment Length Polymorphisms - RFLP), sao
cada vez mais usados (DE WIT, 2000; WANG; KHAN, 2000; CAVANAGH; NAQI,
2003; MONTASSIER et al., 2008).

A genotipagem tem como objetivo estudos epidemioldgicos, ndo sendo recomendada
a utilizacdo em testes de campo, pois a sequéncia genética nao fornece informacao
sobre a funcdo bioldgica ou antigenicidade do virus (DE WIT, 2000), além de que,
apesar de ser um teste facil e rapido, a variedade de primers utilizados pelos
diferentes grupos de pesquisa fazem a sua interpretagdo dificil e enfatiza a
necessidade da padronizacao deste método (DE WIT; COOK; VAN DER HEIJDEN,
2010).

A analise utilizando grandes segmentos de S1 é essencial para a classificacao da
cepa, porém, Abreu et al. (2010) aconselham a andlise de mais de um gene para a

classificacdo genomica.

3.4.5 Replicagao viral

Inicialmente o VBI se liga aos receptores da célula do hospedeiro, através da
glicoproteina S, e a replicagdo do virus ocorre no citoplasma (LAI; CAVANAGH,
1997). A RNA polimerase é sintetizada, através da ligagdo do RNA genémico aos
ribossomos e o transcreve em RNA complementar (cCRNA) (JEONG; MAKINO, 1992).
Este serve de molde para a sintese de um novo RNA gendmico e dos 6 RNA's
mensageiros subgendmicos (RNAmsg) (SIDDELL, S., 1983), que sao produzidos
numa transcricdo descontinua (STERN; SEFTON, 1982; LAI; CAVANAHG, 1997).

ApOs a sintese das proteinas estruturais e ndo estruturais para montagem da
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particula viral, a formacao de um novo virus se da por brotamento através da
membrana do reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi (SIDDELL; WEGE;
MEULEN, 1983; TOMLEY et al., 1987) e os virus acumulados em pequenas vesiculas
sdo liberados da célula cerca de 3 a 4 horas apds a infeccao, alcancando o pico em
torno de 12 horas (CAVANAGH; NAQI, 2003).

3.5 PATOGENIA

A infeccdo e replicacao iniciais, independente da cepa do virus, geralmente ocorrem
no trato respiratdrio superior, nas células epiteliais ciliadas e secretoras de muco,
causando lesdes na traqueia (DHINAKAR; JONES, 1997a; CAVANAGH; NAQI, 2003).

Em muitos casos observa-se a recuperacao, porém na infeccao em aves jovens, a
ocorréncia de infeccao secundaria ou infeccdes com cepas de campo virulentas,
favorecem o aumento na mortalidade (DI FABIO; ROSSINI, 2000; CAVANAGH: NAQI,
2003).

Apds a replicacdo inicial, ocorre a viremia, disseminando o virus para outros tecidos
(DHINAKAR; JONES, 1997a). Devido a diferentes tropismos, o virus se replica nos
sistemas urinario (rins), reprodutivo (oviduto e testiculos), digestorio (esofago,
proventriculo, duodeno, jejuno e tonsila cecal) glandula harderiana, bursa de
fabricius, musculo peitoral, provocando variadas lesdes e sintomatologias (DI FABIO;
ROSSINI, 2000; CAVANAGH; NAQI, 2003; TORO et al., 2006; CAVANAGH, 2007;
ABDEL-MONEIM et al., 2009).

3.6 EPIDEMIOLOGIA
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3.6.1 Hospedeiros

Apesar de ser geneticamente muito similar aos coronavirus que causam doenca
entérica em perus (CAVANAGH et al., 2001) e doenca respiratoria e renal em faisdes
(CAVANAGH et al., 2002), o virus da bronquite infecciosa acomete naturalmente e
causa doenca apenas na galinha (CAVANAGH; NAQI, 2003). De acordo com Guy
(2000), os coronavirus de perus e faisdes sao capazes de replicar em galinhas,

porém sem causar doenga.

Liu et al. (2005) evidenciaram uma gama maior de hospedeiros para o VBI, pois
verificaram a replicacdao do virus em outra ave galiforme (pavao) e em ave nao

galiforme (cerceta, um tipo de pato), porém também sem causar doenca.

Felippe et al. (2010) isolaram o VBI em seis das doze amostras coletadas de
pombos, sem sintomas da enfermidade, em Campinas-SP. Destas, cinco foram
agrupadas no sorotipo vacinal Mass e uma foi similar ao sorotipo Connecticut, cuja
cepa nao é utilizada como vacina no Brasil, 0 que mostra a importancia desta espécie

aviaria na disseminagao e nos processos de recombinacao do virus.

Ja que estudos indicam que os coronavirus de uma espécie tém capacidade de se
replicar em hospedeiro de outra espécie, existe a possibilidade de causar doenca ou
destas outras espécies atuarem como vetores do virus, transportando-o a longas
distancias (CAVANAGH, 2005).

3.6.2 Transmissao

A disseminacao do virus da BIG é rapida e ocorre por contato direto entre as aves,
via aerossol através de exudatos traqueais e fezes ou indireto, via agua e alimentos
contaminados com fezes. Equipamentos e pessoas também sao importantes vias de
contaminacao entre lotes (DI FABIO; ROSSINI, 2000; CAVANAGH; NAQI, 2003).
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Devido a caracteristica altamente infecciosa e a replicacdo inicial no trato
respiratdrio superior, sinais respiratdrios podem ser observados dentro de 36h apds a
infeccdo e altas concentragdes do virus estao presentes durante os primeiros 3 a 5
dias no muco da traqueia (CHEN et al., 1996; DHINAKAR; JONES, 1997a; ABDEL-
MONEIM et al., 2005, 2006; BENYEDA et al., 2009; AFIFI et al., 2015). Por ser
altamente contagiosa e de rapida disseminacao, em estudo realizado no Paquistao,
Ahmed; Naeem; Hameed (2007) encontraram 88% de incidéncia, porém, podendo
se aproximar de 100% (IGNJATOVIC; SAPATS, 2000).

Durante a fase de recuperacdo da doenca, altas concentracdes de virus sao
detectadas nas fezes, na qual o virus pode ser isolado apds 20 semanas de infeccdo
(DI FABIO; ROSSINI, 2000).

Apds recuperagdo, a ave pode manter a infeccdo persistente (DHINAKAR; JONES,
1997a) e excretar periodicamente o virus através de secrecdOes nasais ou fezes
(CAVANAGH; NAQI, 2003). Fatores estressantes, como o inicio da fase de postura,
podem desencadear a excregao do virus novamente, apds o periodo de replicacdo
(CAVANAGH, 2007).

3.7 SINTOMAS

Devido a diversidade de tropismos que apresentam as cepas virais, variadas
sintomatologias e taxas de mortalidades sao relatadas e dependem da viruléncia da
cepa, idade da ave, status imunitario, condicoes de alojamento e estresse das aves
(CAVANAGH; NAQI, 2003; DHINAKAR; JONES, 1997a; BANAT et al., 2013), sendo
observadas apés um periodo de incubacdo de 18 a 36h (DI FABIO; ROSSINI, 2000).

A doenca acomete aves de todas as idades, porém é mais severa nas jovens

(CAVANAGH; NAQI, 2003). Nas aves maduras, observam-se as consequéncias
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econOmicas da infeccdo, que sdo atribuidas a diminuicdo do ganho de peso, da
eficiéncia alimentar, da producdo e qualidade dos ovos, além da condenacdo de
carcacas ao abate (CAVANAGH, 2003, 2007; CAVANAGH; NAQI, 2003; BOCHKOV et
al., 2006).

Sintomatologia respiratdria como espirros, tosse, estertores traqueais, dispneia,
descarga nasal, lacrimejamento, além de penas arrepiadas e letargia podem ser a
causa da mortalidade nos pintos jovens, porém, a maioria se da por infeccao
bacteriana secundaria (Escherichia coli ou Mycoplasma), que leva a aerossaculite,
pericardite e perihepatite (DHINAKAR; JONES, 1997a; CAVANAGH; NAQI, 2003;
BIJANZAD et al., 2013a; ALAZAWY, 2013).

Lesdes no sistema reprodutivo variam de acordo com a idade das aves no momento
da infeccdo. Em poedeiras, observa-se severo declinio da producdo, tamanho,
qualidade interna e externa dos ovos, além de alteracao na coloracao da casca, cuja
producdao retorna, porém em niveis subotimos, apds duas a trés semanas pos-
infeccao (COOK; HUGGINS, 1986; DHINAKAR; JONES, 1997a; CHOUSALKAR;
ROBERTS, 2009). Em aves jovens, com menos de duas semanas de idade, podem
ocorrer danos permanentes no desenvolvimento do sistema reprodutivo e induzir a
formacdao de falsas poedeiras, cujas aves se desenvolvem normalmente, porém
nunca vao entrar em fase de postura (DHINAKAR; JONES, 1997a; DE WIT et al.,
2011).

Aves acometidas por cepas renais apresentam depressao, penas ericadas, aumento
na ingestdo de agua e diarreia aquosa (CHEN et al., 1996) e a taxa de mortalidade
pode chegar a 30%, aumentada na ocorréncia de uroliltiase (ABDEL-MONEIM; AFIFI;
EL-KADY, 2012).

Cepas enterotropicas tém sido associadas a intensa diarreia, sendo detectadas a
cepa 793/B, 14 dias apds a infeccao (DHINAKAR; JONES, 1996a) e a amostra G, 28
dias apds a infeccdo (EL-HOUADFI et al., 1986), porém virus foram isolados de fezes
até 20 semanas apds a infeccdo, tornando o trato intestinal um importante sitio de
persisténcia e disseminacio do virus (DHINAKAR; JONES, 1997a; DI FABIO;
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ROSSINI, 2000).

Devido a evidéncia de replicacdo do virus na glandula harderiana e bursa de

fabricius, a infeccao pode resultar em imunossupressao (DHINAKAR; JONES, 1996a).

3.8 LESOES MACROSCOPICAS E HISTOPATOLOGICAS

Nas infeccOes respiratdrias observa-se exsudato seroso, catarral ou caseoso nos
seios nasais e traqueia, que se apresenta edematosa, com descamacdo das células
epiteliais e produtoras de muco, além da perda de cilios. Sacos aéreos mostram
opacidade e podem apresentar massa caseosa amarelada e pequenas areas de
pneumonia (CUBILLOS et al., 1991; COLAS et al., 2012).

No oviduto observa-se edema de mucosa, perdas de células epiteliais e cilios, além
de dilatacdo das glandulas tubulares com acumulo de liquido (DHINAKAR; JONES,
1996b; DI FABIO; ROSSINI, 2000; BENYEDA et al., 2009; DE WIT et al., 2011), que
contribuem para a diminuicao na produgao de ovos (CAVANAGH, 2003).

No sistema urindrio observam-se rins palidos e inchados, distensao dos tibulos e
ureteres com presenca de uratos, além de nefrite intersticial (ABDEL-MONEIM et al.,
2002, 2006; LIU; KONG, 2004; BOUQDAOUI et al., 2005; CHOI et al., 2009).

Embora o virus tenha tropismo pelo tecido intestinal, lesdes macroscdpicas e
histoldgicas nao sao relatadas (DHINAKAR, JONES, 1997a).

No musculo peitoral, Dhinakar; Jones (1996a) verificaram edema e palidez,
provavelmente devido a deposicao de imunocomplexos nas paredes dos capilares
dos mdusculos, enquanto que Almeida et al. (2012) encontraram, além destas
alteracOes, atrofia e alteragdo na coloracao do musculo que variou de vermelho

arroxeado a verde.
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3.9 IMUNIDADE

A imunidade pode ser inata ou adquirida. A inata ocorre quando respostas a invasao
de um agente externo sao inespecificas e sem memoria imunoldgica, tais como
barreiras fisicas (pele e membranas mucosas), presenca de lisozimas e proteinas de
fase aguda, além de células, tais como granuldcitos, macréfagos e células natural
killer (NK). A adquirida pode ser passiva ou ativa. A forma passiva se da através da
transferéncia de anticorpos maternos a progénie, enquanto que a forma ativa ocorre
quando mecanismos de resposta imune protetora sao acionados contra agentes
especificos, que pode ser humoral, na qual a bursa de fabricius produz as
imunoglobulinas através dos linfocitos B e celular, sendo o timo responsavel pela
producdo das linfocinas, através dos linfocitos T, gerando células de memoria
(DHINAKAR; JONES,1997a; DI FABIO; ROSSINI, 2000).

As classes de anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) envolvidas na resposta imune a
uma infeccao pelo VBI sao IgM, IgG e IgA, sendo IgM e IgG produzidas quando o
antigeno provoca viremia, enquanto que a IgA é responsavel pela protecdo das
mucosas (SALLE; SILVA, 2000). Protecdo precoce é fornecida aos pintos através da
imunidade materna e, apesar da curta duracdao, em torno de sete dias (DI FABIO;
ROSSINI, 2000), possibilita a utilizacgao da gema do ovo em monitoramentos de
anticorpos para avaliagdo da resposta a vacinacao (MOCKETT; COOK; HUGGINS,
1987; TURBLIN, 2010). Klieve; Cumming (1988) observaram os efeitos dos
anticorpos maternos através da reducdo dos danos renais causados nas aves

vacinadas e desafiadas com cepa virulenta na Australia.

Apds vacinagado ou infeccdo, IgA e IgG sdo produzidas em secrecdes e detectadas
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em mucosas, principalmente do sistema respiratorio superior, mas também na
glandula harderiana, traqueia, oviduto, intestino e tonsilas cecais (DHINAKAR; JONES
1997a). Devido a principal porta de entrada para o VBI ser o sistema respiratorio, a
imunidade local, promovida por estas imunoglobulinas, tem papel importante como
primeira linha de defesa do organismo (DI FABIO; ROSSINI, 2000), conforme
demonstrado por Davelaar; Kouwenhoven (1980), cuja remocao da glandula

harderiana provocou diminuicao do nivel de protecao.

A resposta imune humoral ocorre apds a viremia, sendo que os testes de ELISA,
inibicao da hemaglutinacao (haemagglutination inhibition — HI) e soroneutralizagao
(SN) detectam os anticorpos das classes IgM e IgG. A IgM indica uma infeccao
recente, ja que € o primeiro anticorpo a ser detectado, em aproximadamente sete
dias, e persiste por 20 a 90 dias apés uma infecgdo (DI FABIO; ROSSINI, 2000);
porém, Mockett; Cook (1986) verificaram a presenca de curta duracdo variando

entre 5 e 18 dias, com o pico aos 8 dias.

A IgG é a que se apresenta por periodos mais longos, sendo utilizada nos testes de
diagnostico e monitoramentos de plantéis, observada em até 42 dias, com declinio
gradual (MOCKETT; COOK, 1986). De acordo com Mockett; Darbyshire (1981), é
detectada aos 4 dias, atinge o pico aos 21 e permanece com altos titulos por varias
semanas. Em um segundo desafio, a resposta de IgM e IgG ocorre a0 mesmo

tempo, porém com declinio mais rapido de IgM (CAVANAGH, 2007).

A resposta imune mediada por células promove a rapida eliminagdo do virus nos
tecidos infectados, através da acdo das células T citotdxicas (CTL), CD8+ e CD4-,
com pico maximo aos 10 dias pods infeccdo, sendo observada diminuicao da
replicacdo, da carga viral e dos sinais clinicos, ao mesmo tempo em que se observa
aumento da resposta humoral IgG, com declinio de CTL (JANSE; ROOZELAAR;
KOCH, 1994; SEO; COLLISSON, 1997).

Segundo Pei; Briles; Collisson (2003), células T de memodria CD8+, colhidas entre 3 e
6 semanas pos infeccao e transferidas para pintos de 6 dias de idade e desafiadas

um dia depois, protegeram contra infeccao aguda. Portanto, aves acometidas de
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doengas imunossupressoras, como a doencga infecciosa bursal, que afeta as
células-B e a anemia infecciosa das galinhas, que afetam as células-T apresentam
baixa resposta imunoldgica, exacerbando os efeitos da BIG, assim como, aves que
receberam substancias antimicrobianas (DHINAKAR; JONES, 1997a).

De acordo com Dhinakar; Jones (1997b), aves infectadas com a cepa Mass M41,
tratadas com a droga imunossupressora ciclosporina A, apresentaram sinais clinicos,

mortalidade e titulos virais nos tecidos maiores que nas aves ndo tratadas.

3.10 DIAGNOSTICO

Como os sinais clinicos da infecgdo pelo VBI ndo sao especificos da doenca, diversos
métodos de diagndstico estao disponiveis e devem ser utilizados para a deteccao e
identificacdo do virus. De forma geral, pesquisa-se o virus ou parte dele (direto), ou

estuda-se a resposta de anticorpos especificos (indireto) (DE WIT, 2000).

De acordo com Cavanagh; Naqi (2003), o conhecimento da patogénese é importante
para o sucesso na detecgdo viral, porém alguns fatores podem interferir e devem ser
levados em conta, como o tempo entre o inicio da infeccdo e a amostragem, o
nimero de aves amostradas, a escolha dos 6rgaos e qualidade das amostras, além
da genética e status imunitario da ave (DE WIT, 2000). Vale lembrar que aves, em
estado de portador persistente, podem excretar virus vacinal ou de campo mais de
uma vez, apds condicdo de estresse, dificultando o diagndstico, ja que nao indica
uma infeccao recente (DHINAKAR; JONES, 1997a; DE WIT, 2000).

Uma vez que as cepas de VBI se replicam inicialmente no trato respiratorio, suabe e
tecido traqueais sao colhidos preferencialmente entre os dias 3 e 5 pos-infecgao
(CAVANAGH; NAQI, 2003). Apds esse periodo, em um estagio cronico, da-se

preferéncia ao suabe cloacal e tonsilas cecais (COOK, 1984). Pulmdes, rins e oviduto
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podem ser colhidos de acordo com a histéria clinica da doenca (DI FABIO;
ROSSINI, 2000; CAVANAGH; NAQI, 2003; JONES; JORDAN, 2006).

3.10.1 Diagnostico direto

Como diagnostico direto, além da observagdo através da microscopia eletronica,
utilizam-se os testes de isolamento viral (virus isolation — VI), imunofluorescéncia
(immunofiuorescent assay — IFA), imunoperoxidade (immunoperoxidase assay —
IPA), precipitagdo em agar-gel (agar-gel precipitation test — AGPT), ensaio
imunoenzimatico de absorcdo em fase solida de captura (capture enzyme-linked
immunosorbent assay — C-ELISA) e RT-PCR (CAVANAGH; NAQI, 2003).

O isolamento classico é um teste caro, trabalhoso e demorado, pois sao necessarias
varias passagens em embrides de galinha até a observacdao das alteracdes
morfoldgicas causadas pelo agente, como nanismo, enrolamento, depdsito de uratos
nos mesonéfrons e morte embrionaria. Por isso, a substituicdo da técnica por um
isolamento curto, que promove a multiplicagdo do virus, associada com outra técnica
para deteccdo do antigeno, é cada vez mais utilizada (KOCH et al., 1990; DE WIT,
2000; MEULEMANS et al., 2001; ABDEL-MONEIM et al., 2002; CAVANAGH; NAQI,
2003; LIU; KONG, 2004; COLAS et al., 2012).

Além da inoculagdo em ovos embrionados de galinha SPF, o isolamento pode ser
realizado em cultura de células e cultura de drgaos traqueais de galinha, para

posterior deteccao do antigeno (DE WIT, 2000).

No cultivo de células, ha necessidade de adaptacdo do virus para replicacao e
inducdo do efeito citopatico, tais como a formagdo de sincicios e picnose nuclear,
cuja sensibilidade é aumentada quando sdo utilizadas células de rim de embrido de
galinha e células de rim de galinha; enquanto que em cultura de dérgaos traqueais
nao ha necessidade de adaptacdo do virus, sendo observada a ciliostase ao
microscopio em 3 a 4 dias apds a inoculacao (DE WIT, 2000; CAVANAGH; NAQI,
2003).
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Para que o material seja considerado negativo sao necessarias seis passagens sem
causar alteracao embrionaria (IGNJATOVIC; SAPATS, 2000). Na utilizacdo de OEG
SPF entre 9 e 11 dias de incubacado, inocula-se o macerado de dérgaos infectados na
cavidade alantoide, que é colhida apods 48-72h para nova inoculacao. No uso de TOC,
0 macerado é propagado em anéis de traqueia de embrides de 20 dias de incubacao,
mantidas em tubos, cujo sobrenadante é utilizado para nova inoculagdo (COOK,
1984; DI FABIO; ROSSINI, 2000, CAVANAGH; NAQI, 2003).

As varias passagens favorecem o aumento da concentracao do virus para a utilizacao
dos métodos de deteccdo viral e a adaptacdo do virus para utilizagao em CC é feita
através de uma passagem anterior em OEG (NAQI; KARACA; BAUMAN, 1993; DI
FABIO; ROSSINI, 2000, CAVANAGH; NAQI, 2003).

Apds o isolamento do virus, a identificacdo pode ser feita diretamente no material
infectado através da microscopia eletronica (ABDEL-MONEIM, 2002, 2005; LIU;
KONG, 2004; BAYRY et al., 2005) ou de diversas técnicas que utilizam anticorpos
monoclonais ou policlonais, como a imunofluorescéncia (BHATTACHARIEE; NAYLOR;
JONES, 1994; MEULEMANS et al.,, 2001), imunoperoxidade (DE WIT, 2000),
imunohistoquimica (HANDBERG et al., 1999; ABDEL-MONEIM et al., 2009), AGPT
(DE WIT, 2000; CUBILLOS et al., 1991; ABDEL-MONEIM et al., 2002; AHMED;
NAEEM; HAMEED, 2007) e C-ELISA (NAGANO et al., 1987; NAQL; KARACA; BAUMAN,
1993; IGNJATOVIC; ASHTON, 1996; KOCH et al., 1990; DI et al., 2005).

Técnicas que identificam o acido nucleico do virus, denominadas genotipificacao,
como a RT-PCR (CAVANAGH et al., 2005; BOCHKOV et al., 2006; MOSCOSO et al.,
2005; AL-BARWARY; GOREAL, 2012) associadas ao sequenciamento de nucleotideos
(GELB et al., 2005; ABREU et al., 2007), RFLP (WANG; KHAN, 2000; GELB et al.,
2005) e hibridizagao (LEE; BROWN; JACKWOOD, 2002) sao eficientes para deteccao
e identificacdo do sorotipo e variantes do virus, além de diferenciar entre cepas de
campo e vacinais de forma rapida e sensivel, utilizando-se diretamente o material
infectado (DI FABIO; ROSSINI, 2000).
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3.10.2 Diagnostico indireto

Através da sorologia, avalia-se de forma indireta o surgimento de imunoglobulinas
especificas para o VBI ou a soroconversdao, com a sorologia pareada, pelos diversos
testes disponiveis (DI FABIO; ROSSINI, 2000).

Alguns fatores dificultam a interpretacdo dos resultados soroldgicos, como: a idade
da ave, devido ao grau da resposta imune humoral; presenca ou nao de anticorpos
maternos, que diminui a resposta a vacinacao/infeccao; nivel de imunidade quando
da infeccdo/vacinacao; imunossupressao; genética da ave; numero de aves
amostradas; rota de aplicacdo do virus; reagdes cruzadas entre sorotipos; ocorréncia
de novos sorotipos, além da falta de padronizacao dos testes entre diferentes
laboratdrios (MACDONALD et al., 1981; COOK et al., 1999; DE WIT, 2000; BACON et
al., 2004; TORO et al., 2006; BANAT et al., 2013).

O diagndstico sorologico tem sido utilizado como método mais rapido para
identificacao de infeccao pelo VBI (CARDOSO et al., 2001) e, em aves imunizadas,
para avaliacdo de programas de vacinagdo (MUNIZ et al., 2000). Entretanto, testes
especificos de grupo nao diferenciam sorotipos, pois o antigeno utilizado detecta
anticorpos contra varios sorotipos, enquanto testes especificos de tipo diferenciam
entre cepas de diferentes sorotipos (DE WIT, 2000; CAVANAGH; NAQI, 2003)

ELISA, IFA e AGPT detectam anticorpos direcionados tanto para os antigenos
especificos de grupo, quanto de tipo, portanto ndao servem para identificar as
diferentes cepas do virus, enquanto SN e HI sdo especificos de tipo; entretanto,
reagoes cruzadas nao os tornam melhores que os testes anteriores (COOK; BROWN;
BRACEWELL 1987; CAVANAGH; NAQI, 2003), sendo comumente utilizados os testes
de SN, HI e ELISA (DE WIT, 2000).

A prova de SN pode ser realizada utilizando-se OEG SPF (AWAD; SEDIEK; EL-
YAMANY, 2014), CC (DARBYSHIRE; COOK; PETERS, 1976; BHATTACHARIJEE; JONES,
1997) ou TOC (COOK, 1984; EPIPHANIO et al., 2002) e detecta anticorpos altamente

especificos, dirigidos contra determinantes antigénicos da fragdo proteica S1, por isso
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€ prova sorotipo especifica (DI FABIO; ROSSINI, 2000), mas, de acordo com De
Wit et al. (1997), ndo é utilizada na rotina por ser laboriosa e cara. Também tipo
especifica, a prova de HI necessita de tratamento prévio do virus através da
fosfolipase tipo C, ja que este ndo é hemaglutinante, além de requerer cuidados na
interpretacdo devido a alta ocorréncia de reag0es cruzadas (MOCKETT;
DARBYSHIRE, 1981; COOK; BROWN; BRACEWELL, 1987; DI FABIO; ROSSINI, 2000;
AHMED; NAEEM; HAMEED, 2007).

Apesar de ser de baixo custo e rapido, o AGPT apresenta baixa sensibilidade
(CUBILLOS et al., 1991; ABDEL-MONEIM et al., 2002) e devido a curta vida dos
anticorpos precipitantes, sua deteccao indica infeccao recente (DE WIT et al., 1997),
enquanto que o IFA, apesar de também ser um teste rapido e relativamente barato,
requer um microscépio ultravioleta (DE WIT, 2000). Testes de ELISA indireto
permitem a deteccao e titulacao de anticorpos em grande quantidade de soros ao
mesmo tempo (DI FABIO; ROSSINI, 2000), sendo observados em uma semana apods
infeccao/vacinacao (MOCKETT; DARBYSHIRE, 1981), seguidos pela deteccao através
de AGPT, HI e VN (DE WIT et al., 1997), o que demonstra sua maior sensibilidade
(MOCKETT; DARBYSHIRE, 1981).

Considerado especifico de grupo, o emprego de Mabs nos testes ELISA aumenta a
especificidade, sendo comparado a VNT, que é altamente sensivel e especifico,
possibilitando especificar o sorotipo do virus (KOCH et al., 1990; CAVANAGH; NAQ]I,
2003). Cardoso et al. (1999) demonstraram, através do teste de Elisa com bloqueio
de fase liquida, sensibilidade de 88% e 100% de especificidade na detecgao de

anticorpos, além de 95,3% de concordancia com o teste de soroneutralizacao (SNT).

Rocha (2000) produziu Mabs anti S1 de M41 e testou, através de ELISA, com
amostras de referéncia e 8 isolados de campo de surtos de MG, que reagiram com
apenas 2 isolados (cepa Mass), indicando que as outras cepas pertencem a outro
sorotipo. Do mesmo modo, Souza; Martins; Resende (2001) utilizando a mesma
técnica, com Mabs em 14 amostras de surto ocorrido em MG, verificaram a eficiéncia
do ELISA em avaliar as afinidades antigénicas de trés amostras com a cepa M41,

além de diferencas dentro do mesmo sorotipo.
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Cardoso et al. (2001) testaram trés tipos de ELISA e compararam com o teste
padrdo de soroneutralizacdo e constataram especificidade satisfatoria, porém a exata

interpretacdo dos resultados soroldgicos, através da sorotipagem, ainda € necessaria.

Diversos testes de ELISA estdo disponiveis no mercado, através de kit's comerciais, e
sao amplamente utilizados como indicador de imunidade humoral (DI FABIO;
ROSSINI, 2000), sendo utilizados para o monitoramento de desafios de campo e de
status imunitario, a fim de determinar os programas de vacinagdo (CARDOSO et al.,
1996, 1999; ZHANG et al., 2005; AL-BARWARY; GOREAL, 2012).

3.11 PREVENGAO E CONTROLE

O controle da BIG, na avicultura mundial, tem sido realizado através de medidas de
biosseguridade e manejo, que incluem o uso de vacinas, como meios de prevenir a
entrada e disseminagao da doenga. Como a principal via de disseminacado do virus é
aerogena, medidas como o isolamento da granja, limpeza, desinfeccdo e vazio
sanitario de galpdes, alojamento de lotes com idade Unica, controle do fluxo de
pessoas e veiculos, banho e troca de roupa sao de grande importancia. Porém, em
granjas com multiplas idades e em areas altamente povoadas, esse manejo € mais
complicado (DI FABIO; ROSSINI, 2000; CAVANAGH; NAQI, 2003; CAVANAGH, 2007).

De acordo com Bochkov et al. (2006), a criacao de aves de diferentes finalidades e
idades, numa mesma exploracao avicola, pode favorecer o surgimento de novas
variantes do VBI que contribuem para a alta diversidade genética. Além disso,
resultam em alteracao do tropismo tecidual e patogenicidade do virus, gerando
novos pat6tipos (AWAD; SEDIEK, EL-YAMANY, 2014).

Para a imunizacao contra o VBIG, sao utilizadas vacinas vivas atenuadas e

inativadas, cujo processo de atenuacdo é realizado através de sucessivas passagens
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da cepa em OEG (CAVANAGH; NAQI, 2003).

Em frangos de corte sao utilizadas vacinas vivas atenuadas, aplicadas em pintos de
um dia ainda no incubatdrio, porém com protecao de curta duracdao para o sistema
respiratério (MOCKETT; COOK; HUGGINS, 1987; CAVANAGH, 2003). Em regibes
onde a vacinagao nao oferece protegao contra os desafios de campo, faz-se uso da
revacinacao com 2 a 3 semanas de intervalo, utilizando a mesma vacina, outra
vacina do mesmo sorotipo ou vacina com sorotipo heterélogo (COOK et al., 1999;
CAVANAGH; NAQI, 2003; CAVANAGH, 2007), sendo observado aumento na protegao
de 50% para 90% a 100% quando comparado com apenas uma dose (CAVANAGH,
2003).

Em matrizes e poedeiras comerciais, uma primo-vacinagao € realizada com a vacina
viva atenuada aplicada aos 15 dias de idade (CAVANAGH; NAQI, 2003) para
posterior reforco com a vacina inativada oleosa, aplicada antes do inicio da fase de
postura (BOX; ELLIS, 1985; BOX et al., 1988). Porém, a depender do desafio de
campo, vacinas vivas podem ser periodicamente aplicadas durante o periodo de
postura, fornecendo protecdao local no sistema respiratorio (DE WIT; COOK; VAN
DER HEIJDEN, 2010).

Vacinas vivas sao administradas principalmente através de métodos de aplicacdo em
massa, por pulverizacdo (spray) ou agua de bebida, que apesar de ser um método
pratico para imunizacdo de grande quantidade de aves simultaneamente, pode ndo
fornecer uniformidade na aplicacdo. Entretanto, podem também ser dadas
individualmente, através da instilacao ocular, nasal ou injecdo via ovo (CAVANAGH;
NAQI, 2003), enquanto que vacinas inativadas oleosas sao administradas

individualmente via injecao subcutanea ou intramuscular (SALLE; SILVA, 2000).

Conforme demonstrado por Song et al. (1998b), a aplicacao de vacina inativada sem
a primo-vacinacao com a vacina viva atenuada, nao oferece protecao contra o
desafio com cepa homdloga, mesmo com o aumento da dose vacinal. Avaliando Ig
de pintos oriundos de matrizes vacinadas e ndo vacinadas, através de HI e ELISA,

Balasubramaniam et al. (2013a) verificaram titulos maiores na primeira semana no
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grupo vacinado, que decairam para niveis abaixo dos de protecdo na segunda

Sémana.

De forma ideal, as cepas vacinais devem representar os isolados de um pais ou
regiao (SONG et al., 1998a; ABREU et al., 2010; BALASUBRAMANIAM et al., 20013b)
que, segundo Awad; Sediek; El-Yamany (2014), é necessario para o controle da
doenca. A diversidade de sorotipos com pouca ou nenhuma protecao cruzada faz o
controle extremamente dificil (JACKWOOD; HALL; HANDEL, 2012) e surtos da
doenca continuam a ocorrer, mesmo em planteis vacinados (LIU; KONG, 2004). Por
isso, de acordo com Bouqgdaqui et al. (2005), o sequenciamento, a comparagao com
cepas de referéncia e testes de protecdo cruzada s3ao necessarios para o

conhecimento da origem de novos isolados e futuro controle da doenca.

Apesar disso, em muitos paises, inclusive no Brasil, a Unica vacina permitida para o
uso é do sorotipo Mass, porém estudos indicam inadequada protecdo contra as
variantes brasileiras (COOK et al., 1999; DI FABIO et al., 2000; CHACON et al.,
2011). Fernando et al. (2013) investigaram a patogenicidade e tropismo tecidual de
uma cepa variante brasileira e a protecao induzida pela cepa vacinal Mass e
verificaram que a vacina induziu protecao parcial nos tecidos da traqueia e rins,

sendo caracterizada como cepa nefropatogénica.

Do mesmo modo, Abdel-Moneim et al. (2002) verificaram que a cepa Egypt/Beni-
Seuf/01 isolada no Egito, em frangos de corte de 38 dias de idade com sintomas
respiratorios e renais, causou lesOes histopatoldgicas na traqueia e rins,
comprovando que a cepa vacinal H120 nao forneceu protecao contra o desafio com
esta cepa nefropatogénica. Através da microscopia eletrénica, AGPT e RT-PCR,
verificou-se tratar de um novo gendtipo no pais, com baixa similaridade (63,5%) na

sequéncia do gene S1.

Apesar da implementacao das medidas de controle e praticas de biosseguridade,
surtos da doenca continuam a afetar a avicultura intensiva (COLAS et al., 2012) e o
monitoramento é essencial para acompanhar o surgimento de novas variantes e

desenvolver estratégias de vacinacao eficientes para o controle e prevencao da BIG
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(AMMAYAPPAN et al., 2008). O monitoramento dos programas vacinais, através de
provas soroldgicas, visa estabelecer o nivel de anticorpos esperados para avaliar o
programa vacinal utilizado, qualidade do método de aplicacao, além de detectar
possiveis desafios de campo (SALLE; SILVA, 2000; SANTOS; SILVA, 2000)

A imunidade do frango para VBI geralmente é duradoura e protege contra o desafio
com cepas do mesmo sorotipo, apds vacinagao inicial com virus vivo ou infeccao
natural, porém, a magnitude e a duracao da resposta a vacinacao dependem de
muitos fatores, tais como niveis de imunidade materna, idade do pinto,
imunogenicidade da vacina, método de aplicacao da vacina, viruléncia do desafio das
cepas de campo, intervalo entre a vacinacao e desafio e a imunocompeténcia do
hospedeiro. Portanto, a correta e cuidadosa aplicacdo da vacina é essencial para
otimizar o estimulo de todos os tipos de imunidade protetora (BIJLENGA et al.,
2004).

Em um monitoramento de rotina, respostas pobres de anticorpos pods-vacinacao
podem ser devido a fatores relacionados com a aplicagdo da vacina, tais como
armazenamento e dose inadequados, competéncias do vacinador, nimero de vacinas
aplicadas, rota de aplicacdao, pobre qualidade da agua, falha nos equipamentos de
pulverizacdo; relacionados com a vacina, como a concentracao de antigeno,
viruléncia da cepa vacinal, natureza e qualidade dos adjuvantes ou relacionados com
a fisiologia e status imunitario das aves, através de doencas imunossupressoras,
como por exemplo a doenca infecciosa bursal (IBDV), doenca de marek (MDV),
anemia infecciosa das galinhas (CIAV), adenovirus e outras doencas, assim como
estresse e infecgbes bacterianas secundarias (DHINAKAR; JONES, 1997a;
CAVANAGH; NAQI, 2003; TURBLIN, 2010).
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Titulos de anticorpos para bronquite infecciosa das galinhas segundo protocolos de

vacinacao em frangos de corte.

Titers of antibodies to infectious bronchitis second vaccination protocols in broilers.
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RESUMO: A Bronquite Infecciosa das Galinhas (BIG) é uma doenca viral altamente
contagiosa que causa grandes prejuizos a industria avicola, sendo a vacina¢do o principal
método de prevencdo da doenca. Visando mensurar, através da técnica de ensaio
imunoenzimatico de absorcdo em fase solida (ELISA) indireto, os titulos de anticorpos contra
o0 virus da BIG em frangos de corte, aos 14 dias e aos 40 dias, e comparar com 0s protocolos
vacinais utilizados, foram analisadas amostras de soro sanguineo de 2420 aves, coletadas

entre agosto de 2014 e abril de 2015, em 55 propriedades no pdlo avicola de Feira de Santana
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- Bahia. Foram detectados titulos de anticorpos com valores extremos, variando de 1 a

5935 e elevado coeficiente de variagdo (CV=152,1% aos 14 dias e 185,1% aos 40 dias),
porém os baixos valores de média geométrica dos titulos ndo sugerem circulacdo de virus
durante o periodo do estudo. O alto CV demonstrou ndo uniformidade da resposta vacinal,
bem como baixa soroconversdo entre as coletas, mesmo com a utilizacdo de duas doses de
reforco a campo. Sintomatologia respiratoria foi observada em 30,9% das aves, sendo a
mortalidade superior a 3,00% verificada em 78,18% das propriedades. O presente estudo
demonstrou que, apesar de variados esquemas vacinais empregados, pelas empresas e
produtores particulares, a resposta humoral ndo alcancou titulos adequados de anticorpos,
porém sintomatologia respiratoria € mortalidade fora dos padrdes considerados aceitaveis
sugerem que outras enfermidades podem estar circulando na regido ou ainda falhas de

biosseguridade estejam ocorrendo e devem ser investigadas.

PALAVRAS-CHAVE: Bronquite infecciosa das galinhas, ELISA indireto, titulacdo de

anticorpos

ABSTRACT:

Infectious bronchitis (IB) is a highly contagious viral disease that causes extensive damage to
the poultry industry, with vaccination being the primary method of disease prevention.
Aiming to measure, by indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), antibody titers
against the virus of IB in broilers at 14 days and at 40 days, and compare those with the
vaccination schedules used, serum samples from 2420 birds were analyzed, collected from
August 2014 and April 2015 in 55 properties in poultry producing area of Feira de Santana —

Bahia. Antibody titers were detected with extreme values ranging 1-5935 and high coefficient
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of variation (CV = 152.1% at 14 days and 185.1% at 40 days), but the low geometric mean

titers values do not suggest virus circulation during the period study. The high CV showed
non-uniformity of the vaccine response, and lack of seroconversion between samplings, even
with the use of two booster doses field. Respiratory symptoms were observed in 30.9% of the
birds, with the rate exceeding 3.00% reduction in 78.18% of properties. The present study
demonstrated that despite various vaccination schedules used, the humoral response did not
achieve adequate antibody titers, but respiratory symptoms and mortality outside acceptable
considered patterns suggest that other illnesses may be circulating in the region or failures
management are taking place and should be investigated.

KEYWORDS: Infectious bronchitis, indirect ELISA, titration of antibodies

INTRODUCAO

Uma das principais doencas respiratorias da avicultura mundial, a Bronquite Infecciosa das
Galinhas (BIG) causa prejuizos a industria avicola através da baixa eficiéncia alimentar com
consequente perda de peso, diminuicdo da producdo e qualidade dos ovos, podendo causar
alta mortalidade em aves jovens (CAVANAGH & NAQI, 2003). Causada por um virus RNA
do género Coronavirus, familia Coronaviridae e ordem Nidovirales (CAVANAGH, 2003), é
altamente contagiosa e acomete principalmente o sistema respiratorio, podendo infectar outros
6rgéos, como o sistema intestinal e urogenital (DI FABIO & ROSSINI, 2000; BIJANZAD et
al., 2013).

Distribuido mundialmente, o virus foi isolado em diversos paises da América do Norte
(AMMAYAPPAN et al., 2008), América do Sul (CUBILLOS et al., 1991), Europa (COOK et
al., 1999), Asia (AL-BARWARY & GOREAL, 2012) Africa (AWAD et al, 2014) e Oceania

(CHOUSALKAR et al, 2010). No Brasil, ha evidéncias de que a doenga ocorra em todo o pais
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(BALESTRIN et al., 2014).

Devido a caracteristica altamente transmissivel e a via aerdgena como principal via de
disseminacéo, a prevencdo e controle da doenca séo realizados pela adocdo de vacinacao e
medidas de biosseguridade (CAVANAGH, 2007). No Brasil, o unico sorotipo permitido para
uso em vacinas € o Massachusetts (Mass) e estudos de desafio indicam inadequada protecao
deste sorotipo contra algumas cepas variantes (COOK et al., 1999; DI FABIO et al., 2000;
MONTASSIER, 2010; CHACON et al., 2011).

Técnica de ELISA indireto € amplamente utilizada para o monitoramento de desafios de
campo e de status imunitario, possibilitando avaliar os programas de vacinacdo (CHEN et al.,
1996; CARDOSO et al., 1996, 1999; ZHANG et al., 2005; AL-BARWARY; GOREAL,
2012). Almeida et al. (2015) verificaram frequéncia maior de positividade (75%) ao ELISA
do que no RT-PCR (62,5%).

Dentre os estados do Nordeste, a Bahia se destaca como segundo maior produtor de carne de
frango (ABA, 2011), sendo que a microrregido de Conceicdo da Feira participa com 70% de
producdo (SANTOS & TEIXEIRA, 2010). Estudo no polo avicola da Bahia identificou, por
meio de RT-PCR e nested PCR, a cepa H120 do sorotipo Mass, demonstrando a circulacao do
virus vacinal na regido (HERVAL, 2011). Considerando a importancia da vacinacdo como
principal método de prevencdo desta doenca, objetivou-se mensurar os titulos de anticorpos
para BIG nas idades de 14 e 40 dias e comparar os protocolos vacinais utilizados em
propriedades do municipio de Conceicdo da Feira, a fim de avaliar os programas de prevencao

e controle da enfermidade na regido.

MATERIAL E METODOS

As propriedades amostradas pertencem a empresas integradoras que atuam no municipio,
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além de cinco produtores independentes, totalizando 55 (Tabela I). As coletas de amostras
foram realizadas no periodo de agosto de 2014 a abril de 2015, sendo levantadas informacdes
relativas ao protocolo de vacinacdo, histdrico clinico e mortalidade, através de consulta a
ficha de acompanhamento do lote.

De acordo com a TECSA® (Tecnologia em Sanidade Animal), laboratério credenciado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, recomenda-se a coleta de 22 amostras
para monitoria do estado pds vacinal. Sendo assim, coletou-se amostras de sangue por meio
da puncéo da veia ulnar da asa de 1210 aves com 14 dias e com 40 dias, dentro de um mesmo
lote, totalizando 2420 amostras e 0s soros sanguineos obtidos foram armazenados em freezer
a -20°C.

As amostras foram analisadas no Laboratério de Sanidade Avicola da Bahia (LASAB), com
controle positivo e negativo, seguindo as instrucbes do kit comercial de ELISA indireto,
IDEXX FlockChek (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, Maine, USA).

Para a interpretacdo dos resultados, as propriedades foram organizadas em trés grupos, de
acordo com o protocolo vacinal. No grupo 1 estdo as propriedades que realizaram vacinagédo
nas aves apenas no incubatério. No grupo 2 estdo as que fizeram uma dose de reforco a
campo, que varia de 15 a 20 dias de idade e o grupo 3 realizou duas doses de reforco da
vacina a campo, em idades variadas, sendo utilizadas as cepas H120, B48, Mab, do sorotipo
Mass. Os protocolos de vacinacdo estdo demonstrados na Tabela I1.

Os sinais clinicos foram classificados em: sem sinais, sinais respiratorios e outros sinais e
caracterizou-se como sinais respiratorios a observacdo de estertores (ronqueira), espirros e
narina suja (CAVANAGH & NAQI, 2003). Foram consideradas altas taxas de mortalidade
acima de 3%, pois, de acordo com Bellaver et al. (2003), sdo consideradas adequadas quando

séo inferiores a 3% por lote.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

E prética corrente na regido a imunizacao das aves com um dia de idade ainda no incubatdrio,
com vacina viva atenuada através de spray, porém algumas granjas realizam refor¢o a campo,
com uma ou duas doses, através da agua de bebida.

A presenca de titulos de anticorpos era esperada em funcdo da vacinacdo, tanto no
incubatorio, quanto a campo pois, de acordo com Cavanagh (2003), anticorpos sdo detectaveis
5 dias apo6s a vacinacdo ou infeccdo e declinam depois de 21 dias. Além disso, titulos
desejaveis, segundo a tabela IDEXX, devem se encontrar na faixa de 1000 a 4000.

No entanto, foram detectados baixos percentuais de titulos nas idades de 14 e 40 dias, além de
poucas amostras com titulos dentro da faixa desejavel em todos os grupos 0 que demonstra
resposta imunologica insatisfatoria (Tabelas 111 e 1V). Herval (2011) também verificou baixos
percentuais de titulos detectaveis ao ELISA em pesquisa no polo avicola da Bahia.

A GMT, que significa a Média Geométrica dos Titulos de anticorpos detectados, permite
avaliar a resposta soroldgica geral dos animais amostrados e, de acordo com Vineza (2005),
fornece resultado mais correto da resposta imunoldgica do lote e deve ser analisada com
outros resultados estatisticos. No entanto, os grupos apresentaram valores de GMT abaixo da
faixa considerada desejavel.

As aves do grupo 1 ndo receberam refor¢co de vacina a campo e os titulos encontrados
referem-se a resposta da vacina no incubatorio. Porém, entre as empresas deste grupo houve
divergéncia no percentual de titulos detectaveis e na GMT, tanto aos 14 dias (10,61% e
119,13 para empresa A e 1,40% e 19,86 para empresa D, respectivamente), quanto aos 40 dias

(9,09% e 129,11 para empresa A e 3,15% e 24,86 para empresa D, respectivamente),
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demonstrando diferentes respostas a um mesmo protocolo vacinal.

O grupo 2, recebeu uma dose de refor¢co a campo, porém, no momento da coleta de amostra
aos 14 dias, ainda ndo havia recebido. Entretanto, os titulos maximos e a GMT apresentaram
valores superiores aos do grupo 1. As aves do grupo 3, quando da coleta aos 14 dias, ja
haviam sido vacinadas a campo, no entanto, ndo houve aumento significativo na GMT, apesar
de Cavanagh (2007) afirmar que, em um segundo desafio, as respostas de IgM e 1gG ocorrem
ao mesmo tempo.

Afifi et al. (2015) testaram, através de ELISA, a protecdo da vacina Mass H120 contra duas
cepas variantes no Egito e encontraram titulos de anticorpos em aves vacinadas com uma dose
(1 dia) de 2339 aos 14 dias e de 2909 aos 28 dias de idade, enquanto que aves vacinadas com
duas doses da mesma vacina com 1 e 14 dias apresentaram titulos de 2339 aos 14 dias e de
3435 aos 28 dias, demonstrando altos titulos e soroconversao, dados que divergem da média
dos titulos encontrada neste trabalho. Vale ressaltar que, apesar dos titulos altos encontrados
pelo autor citado, a vacina nao forneceu protecao contra as cepas desafio.

Na Tailandia, Sarueng et al. (2014) testaram a eficacia de quatro programas vacinais, que
incluiam vacinacdo com 1 dia e com 1 e 14 dias, frente ao desafio da cepa QX-like e
verificaram aumento dos titulos nos grupos que receberam a vacina com 1 e 14 dias, e aos 42
dias, os titulos eram significativamente mais altos que o grupo vacinado apenas com 1 dia de
idade. Melhores resultados foram observados com revacinagdo com cepa heterologa.

No entanto, no grupo 2 aos 40 dias, observou-se diminuicdo da GMT apds uma dose de
reforco, sendo que as empresas B e C apresentaram diminuicdo da GMT, enquanto que 0s
independentes F1 e F2 apresentaram aumento na GMT, o que era esperado com o estimulo
vacinal. O grupo 3, ap6s duas doses de reforco, apresentou aumento inexpressivo na GMT,

sendo que a empresa E apresentou diminuicdo da GMT e os independentes F3, F4 e F5
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apresentaram aumento na GMT, porém, apenas F5 atingiu a faixa de titulos desejaveis para
uma satisfatoria resposta vacinal.

Xie et al. (2011) testaram trés esquemas de vacinacdo na China: a) sorotipo Mass e a cepa
W93 nefropatogénica em uma dose aos 5 dias; b) o mesmo sorotipo aos 5 e 10 dias e ¢) a
mesma vacina aos 5 dias e uma vacina inativada YL6 aos 10 dias, que forneceu 100% de
protecdo contra o desafio. Nao foi observada discrepancia nos titulos entre os grupos, mas
houve lenta ascensao, alcancando niveis elevados 10 dias apds a segunda vacinacao, portanto,
era esperado aumento de titulos apds dose de reforco a campo. Segundo Alazawy (2013), a
uniformidade na administracdo de vacinas é medida pelo Coeficiente de Variacao (CV) dos
titulos, sendo considerada excelente quando € menor que 30%, enquanto maior que 80%
indica uniformidade ruim. Este autor, ao comparar titulos de anticorpos aos 3 e aos 25 dias de
idade em aves vacinadas com H120 aos 3 dias, verificou que o CV dos anticorpos maternos se
encontrava na faixa de 30%, com média de titulos de 8331,1, sugerindo boa uniformidade,
enguanto que aos 25 dias apresentaram média de 372, com alto CV, sugerindo incompleta ou
ndo uniforme administracdo da vacina. No presente trabalho, as médias do CV e de GMT
foram de 152,1% e 56,9, respectivamente aos 14 dias, sendo encontrado aos 40 dias, 185,1% e
52,41. Todos os grupos apresentaram elevado CV, acima de 120%, demonstrando
desuniformidade dos titulos vacinais que, segundo Vineza (2005), sugere a ocorréncia de
possiveis falhas no processo de vacinacao.

Aos 14 dias, observou-se titulo maximo elevado de 4596 na empresa E do grupo 3, porém em
apenas uma ave, com GMT de 234,82 e, aos 40 dias, titulos maximos acima de 5000 em duas
aves, sendo uma na empresa B, com GMT de 98,62 e outra ave no independente F5, com
GMT de 1082,6, titulos que ndo sugerem infecgcdo do lote pois, no Ceara, Salles et al. (2003)

relataram alta variacdo nos titulos de anticorpos entre duas coletas em um mesmo lote, sem
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vacinacdo entre as coletas, indicando desafio de campo em 62,5% das 8 empresas de
poedeiras comerciais.

Em estudo com galinhas de quintal no RS, Santos et al. (2008) encontraram prevaléncia de
65,7%, que evidencia a circulacao viral, sendo considerada um risco a introducéo da doenca
no plantel comercial, ja que a vacinagdo nao € realizada para este tipo de ave.

A observacdo de sinais respiratorios e mortalidade acima do considerado adequado para um
lote pode ser sugestivo de infecgcdo por BIG. O percentual de mortalidade aos 14 dias foi de
1,76% para o grupo 1, enquanto que para o grupo 2 foi de 2,03%, entretanto sinais
respiratorios ndo foram observados. Para o grupo 3, percentual de 1,32% com sinais
respiratorios em duas propriedades, que podem ser atribuidos a reacdes vacinais (JAENISCH,
2003), ja que neste grupo as aves haviam recebido a primeira dose de vacina quando da
primeira coleta.

Aos 40 dias, sinais respiratorios foram observados em seis propriedades do grupo 1, oito no
grupo 2 e trés no grupo 3, com percentuais de mortalidade de 5,54%, 4,45% e 2,90%,
respectivamente, porém com baixos valores de GMT. Uma propriedade da empresa A
apresentou 15,92% de mortalidade e sinais respiratorios, embora o titulo maximo de 648 e
GMT de 129,11 ndo permitem atribuir os sinais respiratorios e mortalidades acima do
esperado como consequéncias da bronquite infecciosa.

Em Cuba, Acevedo et al. (2010) ao analisarem titulos de anticorpos em aves de postura com
sinais respiratorios que receberam 3 doses de vacina (nos dias 1; 35 e 85), verificaram que
apos 13 meses da Ultima vacinacdo as aves estavam com titulos elevados, assim como Herval
(2011), em estudo no polo avicola de Feira de Santana, encontrou frangos de corte com sinais
respiratorios, titulos individuais acima de 5000 e lotes com GMT proximo a este valor, além

de 86,11% de frequéncia dos titulos em galinhas de quintal ndo vacinadas, indicando a
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circulacédo do virus na regido.

Apesar dos baixos titulos encontrados, que evidenciam resposta imunoldgica insatisfatoria aos
trés protocolos vacinais, ndo é possivel afirmar que as aves estavam desprotegidas, ja que a
imunidade local tem importante papel no desenvolvimento da imunidade protetora, pois
estimula a producdo de anticorpos locais no sistema respiratério superior, principal porta de
entrada para infeccdo (DHINAKAR & JONES, 1997; AFIFI et al., 2015). O desenvolvimento
desta imunidade local justifica o método de aplicacdo da vacina em massa realizada no
incubatério, via spray, entretanto, existem poucos estudos sobre anticorpos locais
(CAVANAGH, 2003). A vacinagdo a campo, realizada através da agua de bebida confere
rapidez e economia, porém falhas vacinais podem ocorrer, promovendo vacinagdo incompleta
e desuniforme no lote (CAVANAGH & NAQI, 2003).

Programas de vacinacdo sdo de grande importancia dentre as medidas de biosseguridade e
vacinas que conferem alta protecdo podem perder efetividade devido a falhas cometidas no
processo de vacinacdo (SESTI, 2000), sendo o monitoramento essencial para identifica-las
(AMMAYAPPAN et al., 2008). Um programa de vacina¢do adequado varia de acordo com a
regido e necessidades do plantel (MATEUS & SANTOS, 2011).

Diversos fatores relacionados a vacina, a aplicacdo e a resposta da ave podem interferir na
resposta vacinal adequada. A concentracdo do antigeno, viruléncia da cepa, natureza e
qualidade dos adjuvantes sdo alguns fatores relacionados a vacina. Cuidados com a
conservacdo, prazo de validade, dose e rota de aplicacdo, higienizacdo das ferramentas
utilizadas na vacinacdo, como pulverizadores e bebedouros, além da qualidade da agua devem
ser levados em consideracdo. A variacdo da resposta imune humoral pode estar relacionada
com a presenga de anticorpos maternos, idade do pinto, doengas ou substancias

imunossupressoras, bem como estresse e infeccdes bacterianas secundarias (DHINAKAR &
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JONES, 1997, CAVANAGH & NAQI, 2003; BIJLENGA et al., 2004; AHMED et al.,

2007; TURBLIN, 2010).

Apesar dos titulos encontrados no presente trabalho ndo indicarem circulacdo do virus no
momento da coleta de amostras, sinais respiratorios e mortalidade acima do esperado devem
ser investigados. O monitoramento das respostas vacinais e medidas de biosseguridade sédo
essenciais para o controle, evitando que surtos da doenca ocorram no plantel avicola

comercial.
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Tabela | — Distribuicdo do nimero de propriedades, aves alojadas e amostras por empresas

integradoras e produtores independentes, Conceicéo da Feira— BA, 2015.

Origem N° propriedades N° aves alojadas N° amostras
Empresa A 3 102800 132
Empresa B 14 508326 616
Empresa C 13 399928 572
Empresa D 13 1798615 572
Empresa E 7 441800 308

F (INDEPENDENTES) 5 157000 220

TOTAL 55 3408469 2.420

Tabela Il — Protocolo de vacinagdo das aves para BIG com vacina viva atenuada do sorotipo

Mass no municipio de Conceicédo da Feira — Ba, 2015.

. Idade das aves 382
. Vacina . N° doses a T
Origem . . Vacina a campo vacinacdo a campo
incubatdrio campo . 36
(dias)

Empresa A H120 0 0 - 387

Empresa B H120 Ma5 1 15

Empresa C B48 H120 1 18 388

Empresa D H120 0 0 -

Empresa E H120 Ma5 2 10e22 389
Independente F1 H120 H120 1 19
Independente F2 H120 H120 1 20 390
Independente F3 H120 Ma5b 2 12e18 391
Independente F4 H120 H120 2 1l4e21
Independente F5 H120 H120 2 7el4 392

Tabela 11l — Titulos soroldgicos para BIG em frangos de corte aos 14 dias, pelo método de

ELISA indireto, com diferentes protocolos de vacina¢do adotados no municipio

de Conceicdo da Feira — Ba, 2015.

TITULOS 14 DIAS

Grupo Protocolo de vacinagéo n Cv GMT Min. Max. Pos (> 397) 1000 a 4000
n % n %
1 Incubatorio 352 1331 2779 1 673 11 313 0 0.0
2 Incubatério + 1vezacampo  gag 159 759 1 1584 65 1019 4  0.63
3 Incubatorio +2vezesacampo o550 2032 774 1 4596 23 1045 9  4.09
TOTAL GERAL 1210 1521 569 1 4596 99 792 13  1.07
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398  Tabela IV — Titulos soroldgicos para BIG em frangos de corte aos 40 dias, pelo método de

399 ELISA indireto, com diferentes protocolos de vacinagdo adotados no municipio
400 de Conceicdo da Feira — Ba, 2015.
TITULOS 40 DIAS
Grupo  Protocolo de vacinagao n Ccv GMT Min. Max. Pos (> 397) 1000 a 4000
n % n %
1 Incubatorio 352 1523 3386 1 826 15 426 1 028

2 Incubatorio +1vezacampo  g3g 2103 563 1 5183 73 1144 25  3.92

Incubatério + 2 vezes a
campo 220 192.7 85.8 1 5935 48 21.82 28 12.73

TOTAL GERAL 1210 1851 5241 1 5935 136 1251 54 4.46

401
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A maioria das empresas atuantes na regidao do polo avicola de Feira de Santana faz
integragdo no municipio de Conceicdo da Feira, o que permitiu comparar os

resultados soroldgicos com os diferentes protocolos de vacinacdao adotados.

Nenhum dos protocolos vacinais, utilizados nas granjas do presente trabalho,
promoveu resposta imune humoral adequada. Nas granjas que realizam vacinagao a
campo ndo foi observada variacdo significativa dos titulos de anticorpos entre as

idades estudadas, demonstrando soroconversao insatisfatoria.

No periodo estudado nao houve evidéncia de circulagdo do VBI nas granjas testadas
nesse estudo, e a mortalidade e sinais respiratorios observados ndo podem ser
atribuidos a bronquite infecciosa, pois os baixos titulos detectados ndao caracterizam

infeccao a campo.

Faz-se necessario caracterizar os plantéis avicolas comerciais de frango de corte de
Conceicdo da Feira em relagao as medidas de biosseguridade adotadas e praticas de
manejo, visando identificar possiveis falhas que possam estar interferindo na
resposta imunoldgica das aves, contribuindo para o controle da doenca na regido
estudada. Sugere-se a unificacao dos protocolos vacinais e de programacao de

alojamento de forma regionalizada, visando diminuir a circulagdo de virus vacinal.
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