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Resumo

O virus da bronquite infecciosa (VBI) é o agente etiologico de uma doenga altamente
contagiosa, que resulta em grandes perdas econdmicas na avicultura brasileira e mundial. A
proteina da espicula do VBI, que contém as subunidade S1 e S2, é a principal responsavel
pela diversidade viral, com a ocorréncia de muitos sorotipos/genotipos nas diferentes regides
geogréaficas de producdo avicola no mundo. Recentemente a classificacdo do VBI foi
padronizada em um estudo filogenético utilizando o gene da subunidade S1 com sequéncias
do mundo inteiro. O presente estudo teve como objetivo revisar a diversidade molecular e a
historia evolutiva do VBI no Brasil. Todas as sequéncias do gene S1 do VBI com informagdes
de local e ano de coleta do GenBank foram obtidas. Analises filogenéticas baseadas no
método de méaxima verossimilhanca foram realizadas para classificacdo dos genotipos do
Brasil. Depois andlises Bayesianas foram realizadas com sequéncias do clado brasileiro
(sendo incluidas sequéncias geneticamente proximas de outros locais do mundo) para
determinar a histdria evolutiva do virus no Brasil. Um total de 143 sequéncias brasileiras foi
classificado como grupo sul-americano (GI-11) e 46 como gendétipo vacinal Mass (GI-1).
Anadlises filodinamicas possibilitaram inferir que o VBI foi introduzido no Brasil no inicio da
década de 1950 (1951, 1917-1975 95% HPD), de acordo com a primeira descri¢do da doenca
no pais em 1957. A andlise de dinamica populacional demonstrou aumentos nos tamanhos das
populacdes efetivas (Ne) na decada de 1980 nas decadas de 1990 e 2010.
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INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior produtor e o principal exportador de galinhas (Gallus
gallus) do mundo. Os lotes de aves sdo criados em sistemas intensivos, favorecendo a
disseminacdo de infeccBes respiratorias, como a bronquite infecciosa das galinhas. O agente
desta doenca é o virus da bronquite infecciosa (VBI) que pertence a familia Coronaviridae e
estd amplamente disseminado no Brasil (COLVERO et al., 2015).

O genoma do VBI é de RNA fita-simples com 27,6 Kb e que codifica quatro
proteinas estruturais: nucleocapsideo (N), proteina da membrana (M), envelope (E) e espicula
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(S) (JACKWOOD, 2012). A proteina S é clivada em duas subunidades: S1 e S2.
Especificamente S1 é importante na adsorcdo ao receptor celular e entrada do virus na célula
hospedeira, além de induzir a formacdo de anticorpos neutralizantes. O gene S1 é altamente
variavel nas diferentes cepas, possuindo relacdo com a diversidade de tipos antigénicos
(CAVANAGH, 2007). Esta diversidade foi demonstrada em diferentes regides avicolas do
mundo com a demonstracdo de diferentes sorotipos. Massachusetts (Mass) e Connecticut
(Conn) foram os primeiros a serem isolados nos Estados Unidos nas décadas de 1940 e 1950.
Desde entdo, outras variantes do VBI foram identificadas e associadas a doenca no mundo
inteiro (DE WIT et al., 2011). Especificamente no Brasil, a ocorréncia de varios tipos
antigénicos (Mass, Conn e variantes locais) foi descrita a partir dos anos 90, com destaque
para uma ampla disseminacdo de variantes locais denominadas de genétipo BR (CHACON et
al., 2011; FRAGA et al., 2013; VILLARREAL et al., 2010). Cepas similares também
circulavam na Argentina e no Uruguai, portanto este grupo genético foi também denominado
Sul Americano | ou SAI (MARANDINO et al., 2015).

A identificacdo dos sorotipos/genotipos foi realizada sem critérios bem definidos
quanto a nomenclatura e procedimento de analise por muito tempo. Como consequéncia,
grupos de VBI relacionados foram classificados como sorotipos/genotipos diferentes e vice-
versa. Recentemente, um sistema de classificacdo mais robusto foi definido. O método divide
0 VBI em 32 linhagens genéticas agrupadas em seis genotipos principais (VALASTRO et al.,
2016). O presente estudo teve como objetivo revisar a diversidade molecular do VBI com
foco nas variantes sul-americanas e realizar andalises filodinAmicas para determinar o
estabelecimento e a histérica demografica da epidemia de Bl no Brasil e na América do Sul.

METODOLOGIA

As sequéncias brasileiras do gene S1 do VBI foram obtidas no GenBank e alinhadas
com o dataset de referéncia (VALASTRO et al., 2016) utilizando o programa Mafft e
inspecdo visual no AliView. Sequéncias idénticas foram removidas e arvores de maxima
verossimilnanga (MV) foram construidas com o programa RAXML. O modelo geral
reversivel no tempo (GTR) com taxa de heterogeneidade de distribui¢cdo gama mais propor¢éo
de sitios invariaveis (GTR+G+l) foi escolhido e apds andlises de recombinacdo foram
realizadas pelo programa Simplot. Arvores de aproximacdo de vizinhos foram construidas
pelo modelo de dois parametros de Kimura. Regides do gene S1 que mostraram padrdes de
recombinacdo foram sujeitas a pesquisa no BLAST numa tentativa de identificar a fonte dos
fragmentos de potencial recombinacédo. O sinal temporal das sequéncias foi investigado com o
programa TempEst. A arvore filogenética de tempo em escala foi reconstruida usando o
programa BEAST/BEAGLE.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 192 sequéncias brasileiras do gene S1 foi obtido para as analises
filogenéticas. A reconstrucdo da arvore de MV classificou 143 (74,5%) sequéncias brasileiras
como linhagem GI-11, 46 (24%) como Gl-1 (Mass), 2 (1%) como GI-13 (793B) e 1 (0,5%)
como GI-9 (Arkansas). Apds uma arvore foi construida com 199 sequéncias de referéncia e
1435 sequéncias do mundo todo. O clado GI-11 foi composto por sequéncias brasileiras,
argentinas e uruguaias. Analises de recombinacdo foram feitas para todas 101 sequéncias
classificadas na linhagem GI-11 e determinaram que seis sequéncias argentinas (sub-grupo 1)
apresentaram recombinac6es. Adicionalmente, observou-se um padrdo distinto em um outro
sub-grupo (2) de isolados de VBI do estado do Mato Grosso (MT), Brasil.

As analises filodindmicas das sequéncias da linhagem GI-11 “pura” estimaram o
estabelecimento do grupo como um todo em 1951 (1917-1975, 95% HPD). A taxa média de
evolucio do fragmento do gene S1 analisado foi de 4,1 x 107 substitui¢cdes/sitio/ano (2,3 x 10°



%6,1 x 10, 95% HPD). Os dados também demonstraram que o tamanho da populacéo
efetiva (Ne) apresentou poucas variacdes desde a introdugdo do VBI no Brasil na década de
1950. Mas observa-se um aumento no N até o inicio dos anos 1980, com uma subseqliente
estabilizacdo. A origem dos outros dois sub-clusters foi estimada pela reinsercdo dos dados no
alinhamento da linhagem GI-11 “pura” e pela construgdo de arvores de escala temporal pelo
BEAST com a data estimada da origem do VBI GI-11 como raiz. A origem do sub-grupo 2
foi estabelecida em 1994 (1981-2005, 95% HPD) e do sub-grupo 1 em 1993 (1984-1999, 95%
HPD).

Desde o primeiro isolamento do VBI no Brasil em 1957, os estudos tém demonstrado
0 aumento majoritario do gendtipo local em comparacdo com o genétipo vacinal Mass; essas
variantes virais foram reportadas em todas as regides de producado avicola do pais e em alguns
paises vizinhos (FELIPPE et al., 2010; FRAGA et al., 2013; VILLARREAL et al., 2007). As
variantes brasileiras sdo significativamente diferentes das cepas Mass, apresentando uma
baixa similaridade de nucleotideos e aminoécidos (FRAGA et al., 2013). A linhagem GI-1,
com 46 sequéncias (24%), corresponde a Mass. Até 1989 a maioria dos isolados brasileiros
pertencia a esse sorotipo (MENDONCA et al., 2009); essa frequéncia pode ser observada
provavelmente pela disseminacdo viral relacionada as praticas de vacinacdo com o sorotipo
Mass, como inferiram BALESTRIN et al. (2014).

A linhagem GI-11 compreendeu a maioria das sequéncias brasileiras (74,5%). DI
FABIO et al. (2000) reportaram pela primeira vez a ocorréncia de cepas pertencentes a grupos
antigénicos diferentes do Mass no Brasil. Estudos posteriores (VILLARREAL et al., 2007;
MONTASSIER et al., 2008) mostraram a prevaléncias de cepas de campo locais em relagéo
ao genodtipo Mass. Uma caracterizacéo filogenética consistente dos gendtipos das cepas locais
foi realizada somente em estudos mais recentes (VILLARREAL et al., 2010; CHACON et al.,
2011; FRAGA et al., 2013; MARANDINO et al., 2015; VALASTRO et al., 2016).

Os resultados estimaram a introducédo do VBI no Brasil na década de 1950. Isso pode
ser explicado pelo inicio dos sistemas de criacdo de aves industriais intensivos no Brasil na
mesma década. A analise demografica mostrou um aumento na populacéo do VBI desde a sua
introducdo até os anos 1980, quando passa a ficar estavel; isso pode estar relacionado a
introducdo oficial das vacinas contra o virus em 1979 (MONTASSIER et al., 2008).

CONCLUSOES OU CONSIDERACOES FINAIS

A BI é uma doenca importante no Brasil por ser endémica € causar prejuizos
econémicos. Os dados desse estudo sugerem a entrada do virus no pais em 1950 e sua
permanéncia até os dias atuais. Esses dados contribuem para um melhor entendimento da
epidemiologia do agente e da doenca no Brasil.
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