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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a interferéncia dos anticorpos maternos em pintos de
corte sobre as respostas as vacinacdes contra a doenca de Gumboro (DG) realizadas in ovo,
no 12 ou no 152 dia de idade. Para tanto, foram utilizados pintos descendentes de matrizes
vacinadas, e ndo vacinadas, com vacina oleosa contra a DG, as 18 semanas de idade. As
variaveis analisadas foram o desempenho dos frangos (fémeas) de um a 40 dias de idade, a
resposta imune humoral através do teste de soroneutralizacédo e detec¢éo do IBDV na BC por
RT/PCR. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso com arranjo fatorial
2x3, dois grupos de matrizes quanto a vacinagdo oleosa (com ou sem), e trés grupos de
progénies quanto ao sistema de vacinacg&o (in ovo, no 12 dia ou no 152 dia de vida), utilizando
estirpe intermediaria de IBDV. Foi demonstrado que o desempenho dos frangos aos 40 dias
n&o é influenciado pela vacinago in ovo nem no 12 dia quando esta é realizada em pintos com
altos ou baixos titulos de anticorpos passivos. Frangos vacinados in ovo, no 12 e no 152 dia de
vida, descendentes de matrizes ndo vacinadas, apresentaram titulos médios de anticorpos
superiores (p<0,05) aos de aves descendentes de matrizes vacinadas. Em contraste, as
progénies de matrizes com altos titulos de anticorpos exibiram menor soroconversdo e menor
taxa de deteccdo do IBDV na BC As maiores taxas de detec¢do do IBDV na BC, em
decorréncia das vacinacdes no 12 ou 152 dia de vida, nas aves descendentes de matrizes ndo
vacinadas, indicaram que altos titulos de anticorpos passivos, no momento da vacinagéo,
podem ser neutralizantes ao virus vacinal. Conclui-se que frangos oriundos de matrizes ndo
vacinadas com vacinas oleosas para DG apresentam melhor soroconversédo, além dos
resultados de desempenho aos 40 dias nao diferirem.

Palavras-chave: Doenga de Gumboro, anticorpos maternos, vacinagéo in ovo, desempenho,
RT/PCR, soroneutralizagéo.

ABSTRACT

A comparison of vaccinating 18-day embryos (in ovo) or chicks at the 1% day or 15™ day post
hatch against infectious bursal disease (IBD) was performed. The experimental embryos and
chicks were progeny of industrial broiler breeders with high (given IBD oil-emulsion vaccine) or
low (not given IBD oil-emulsion vaccine) serum antibody titers against IBD virus (IBDV).
Hatched progenies were female broilers derived of the same breeders generating the embryos.
Chickens were evaluated for IBDV serum antibody assay (serum neutralization), vaccinal IBDV
(RT/PCR) infection in the bursa of Fabricius (BF) and for the evaluation of performance at the
40™ day of age. The experimental design constituted of a 2 x 3 factorial (two breeder groups:
given or not inactivated oil-emulsion vaccine at the 18" week of age; three progeny broiler
groups according to the date of glven IBDV intermediate strain vaccine: at the 18' day of
embryonic development, 1% or 15" day post hatch). The performance of chicks at the 40" day of
age was not affected by in ovo or day-old vaccinations for any level (low or hlgh) of passive
antibodies. Broilers of low passive antibody titers, vaccinated in ovo, on the 1% or 15" day post
hatch seroconverted to higher titers (p<0,05). Unvaccinated breeder progenies developed a
higher circulating antibody response (serum neutralization) possibly due to a higher rate of
vaccinal IBDV BF infection, as detected by RT/PCR. In contrast, breeders given IBD inactivated
oil-emulsion vaccine produced progenies more resistant to vaccinal IBDV infection in the BF
and with poorer IBDV antibody serum conversion, as the high passive antibody titers may have
neutralized vaccinal IBDV (intermediate strain) infection of the bursa. Moreover, the vaccination
of chicks with high passive antibody titers may be less efficient. In conclusion, the broiler
chickens from non-vaccinated hens showed a better serum conversion, beyond of the
performance results at 40 days of age did not differ between the treatments.

Keywords: Infectious bursal disease, maternal antibodies, in ovo vaccination, performance,
RT/PCR, serum neutralization.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Gumboro (DG) vem se
consolidando como um dos mais
importantes  agentes  causadores de
imunossupressao nas criagdes avicolas.

Caracteriza-se por uma enfermidade aguda,
altamente contagiosa, que acomete pintos
em fase de crescimento. E uma doenca
cosmopolita, que tem causado problemas
sanitarios na avicultura industrial, devido a
ocorréncia de surtos que resultam em
perdas econdmicas consideraveis.

O controle da doenca se resume em
medidas de biosseguranca aliadas aos
programas de vacinagdo, que podem ser
definidos de duas formas: o primeiro
consiste na protecao de aves jovens através
da imunidade passiva, em que a vacinagdo
das reprodutoras, no periodo pré-postura
com vacinas oleosas, tem 0 objetivo de
induzir altos e uniformes titulos de
anticorpos maternos, protegendo 0s pintos
contra infeccBes precoces no campo. O
segundo se baseia na vacinagdo da
progénie com vacinas vivas, com o intuito
de induzir adequada resposta imune ativa
contra IBDVs de campo de alta viruléncia
durante a fase de criagdo dos frangos.

A prética de vacinagdo das reprodutoras
com vacinas inativadas no periodo pré-
postura obteve sucesso no controle da DG
até meados da década de 80, uma vez que
os IBDVs de campo possuiam, em sua
maioria, baixa ou média viruléncia. Porém, a
emergéncia de estirpes de alta viruléncia
(vvIBDV), capazes de ultrapassar a barreira
de anticorpos maternos e causar a doenca
clinica, colocou em questionamento o0s
programas de vacinagdo até entdo
utilizados. Os vvIBDV descritos na Europa
se disseminaram pelo mundo (com exce¢éo
dos EUA) e, a partir dai, os altos titulos de
imunidade materna tornaram-se um entrave
para o estabelecimento de um programa de
vacinacdo eficaz, uma vez que a
interferéncia dos anticorpos passivos sobre
a vacinacdo precoce passou a ser
guestionada.

Existem poucas informac¢6es disponiveis na
literatura sobre a vacinacao in ovo para o
controle da DG, e muitas delas com
resultados contraditérios, necessitando-se
de mais pesquisas na area para elucidar a
guestao.

Tendo em vista que episédios de DG
tornaram-se cada vez mais freqlentes em
plantéis comerciais oriundos de matrizes
vacinadas, necessita-se de alternativas para
a vacinagao que permitam o aproveitamento
da protecao passiva, bem como a geragdo
precoce da imunidade ativa. O objetivo
neste trabalho foi comparar as vias de
aplicacéo vacinal in ovo, no primeiro ou no
152 dia de idade, em progénies
descendentes de matrizes vacinadas, ou
ndo vacinadas, com vacina oleosa contra a
DG, avaliando-se as taxas de deteccédo do
genoma do IBDV por RT-PCR e a resposta
imune humoral (soroneutralizacao).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A doenca de Gumboro

A DG foi descrita pela primeira vez em
1962, por Cosgrove, nos EUA, e o agente
etioldgico, o birnavirus da doencga infecciosa
bursal (IBDV), a época denominado "Agente
Infeccioso Bursal", foi identificado por
Winterfield e Hitchner no mesmo ano. As
primeiras descricdes da doenga, realizadas
nos EUA, relatavam um quadro de nefrite-
nefrose e hemorragias associado a um
quadro de  imunossupressao  como
consequéncias da infecgéo (Ito et al., 2001).

No final da década de 60, foram descritas
estirpes virulentas nos EUA e Inglaterra
(estipes IM/USA e 52/70 UK,
respectivamente). Em meados da década
de 70, introduziu-se no mercado a vacina
viva atenuada em cultura de células (estirpe
Lukert) administrada em pintos com um dia
de idade (via subcutanea - SC), e via agua
de bebida as duas semanas de idade (Ito et
al., 2001).

Na década de 80, passou-se a utilizar
vacinas oleosas em reprodutoras,
interrompendo-se a vacinagao precoce dos
pintos, com o objetivo de induzir altos titulos
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de anticorpos maternos transferidos a
progénie e protegé-la contra efeitos
patogénicos e imunossupressores de uma
exposi¢do prematura aos virus de campo.
No inicio da década de 90, introduziram-se
as vacinas vivas de viruléncia intermediéria
para vacinacdo de pintos de um dia com
altos titulos de anticorpos passivos (titulos
acima de 1500 no teste de
soroneutralizagdo), numa tentativa de
provocar uma resposta imune precoce. Em
1985, foram descritos estirpes variantes
capazes de infectar pintos com altos titulos
de anticorpos maternos, provocando atrofia
da bolsa cloacal (BC), devido a sua
caracteristica antigénica. Estas estirpes
estdo presentes em todo o territério norte-
americano, e sédo considerados hoje os tipos
virais predominantes neste pais (Ito et al.,
2001).

O virus da doenca infecciosa bursal (IBDV —
infectious bursal disease virus) acomete
principalmente pintos em sua fase de
crescimento (nas primeiras duas semanas
de idade), afetando a BC e causando um
prejuizo no desenvolvimento e fungdo da
imunidade humoral (Allan et al., 1972), e
depressao da resposta imune celular (Lucio
e Hitchner, 1979 e Sivanandan e
Maheswaran, 1981). Esta forma inaparente
da doenca € responsavel por grandes
perdas econdmicas na producdo avicola,
devido ao fato de acarretar perda
permanente da capacidade das aves
afetadas de produzir adequadas respostas a
vacinacdo e a patdégenos oportunistas.
Quando o IBDV acomete aves entre trés e
seis semanas de idade, pode desencadear
o aparecimento da doenca clinica, com
periodo de incubacdo de dois a trés dias,
causando alta mortalidade e queda no
desempenho produtivo (Ito et al., 2001).

A doencga pode ser definida pelo quadro
clinico de trés formas:

- Forma classica: primeira forma a ser
descrita, é causada por estirpes classicas
do virus, caracterizada por mortalidade de
até 30% (quando acomete aves entre trés e
seis semanas de idade), queda no
desempenho, severa inflamacdo e necrose
da BC, que precede a atrofia bursal por
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aproximadamente sete dias (Lukert e
Hitchner, 1984).

-  Forma subclinica: ¢é  encontrada
principalmente nos EUA, sendo
caracterizada pela baixa patogenicidade das
estirpes variantes (Delaware A e E), que sao
capazes de resistir parcialmente a
neutralizagdo pelos anticorpos “classicos”
(Jackwood e Saif, 1987; Snyder, 1990).

- Forma aguda: é causada pelos vvIBDV,
desencadeando a doenca em sua forma
clinica aguda, e, conseglientemente, altas
taxas de mortalidade nos lotes afetados
(Chettle et al., 1989; Van der Berg et al.,
1991; Eterradossi et al., 1992; Di Fabio et
al., 1999b; Tsukamoto et al., 1999).

2.2. O agente

O IBDV é um virus RNA de fita dupla (ds-
RNA), pertencente a familia Birnaviridae,
género Avibirnavirus. O virus nédo ¢é
envelopado, possui morfologia icosaédrica e
seu capsideo é formado por 32 capsémeros
compostos de quatro  polipeptideos
estruturais maiores (Dobos et al.,, 1979),
possuindo aproximadamente 58-65 nm de
didametro (Cheville, 1967). Existem dois
sorotipos (1 e 2), com 30% de homologia
antigénica. O sorotipo 1 é patogénico para
galinhas, e tem sido isolado de patos e
perus sem causar doenca. O sorotipo 2 é
normalmente encontrado em perus, mas
eventualmente pode infectar patos e
galinhas, € apatogénico e nado causa
imunossupressdo em  nenhuma das
espécies citadas. Os IBDVs pertencentes ao
sorotipo 1 podem ser classificados em dois
subtipos (classicos ou variantes), de acordo
com sua patogenicidade. Os subtipos
classicos podem ser classificados como
virus de baixa ou moderada viruléncia, virus
virulentos ou virus muito virulentos
(vvIBDV). Ja os subtipos variantes podem
ser classificados como virus de baixa ou
moderada viruléncia (Ito et al., 2001). Seu
genoma € composto de dois segmentos, um
menor (2800pb) denominado de B e outro
maior (3400 pb) denominado de A. As
proteinas virais estruturais VP3, VP4 e VP5
sdo codificadas pelo segmento A, inclusive
a proteina VP2, que esté relacionada com a



inducdo de anticorpos neutralizantes.
Anticorpos especificos para VP2 permitem a
diferenciacdo dos sorotipos e subtipos
virais. O segmento B é responsavel pela
codificacdo da proteina VP1, de 90 kDa,

denominada RNA polimerase viral, e
desempenha  importante  funcdo no
encapsulamento das particulas virais (Van
der Berg, 2000). A organizacdo genbmica
do IBDV estéa representada na figura 1.
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Figura 1. Organizacéo genémica do IBDV.

O IBDV é muito estavel, capaz de resistir a
tratamentos com cloroférmio e éter. E
inativado em pH 12, mas ndo em pH 2 e é
capaz de resistir a 56°C por cinco horas. O
virus persiste no ambiente onde pintos
infectados foram alojados por mais de 122
dias (Benton et al.,, 1967), mesmo apos
limpeza e desinfec¢do (Lukert e Hitchner.,
1984).

2.3. Histdérico da doenca de Gumboro no
Brasil

A doenca foi descrita pela primeira vez por
Nakano et al. (1972), e o primeiro relato de
isolamento viral foi feito por Saukas (1978).
A vacinacdo com estirpe atenuada em
células (Lukert) passou a ser realizada no
inicio da década de 80, e, em meados
desta, ocorreu a introdugdo das vacinas
oleosas nas reprodutoras, mantendo-se a
utilizacdo de vacinas suaves na progénie,
introduzindo-se vacinas intermediarias para
revacinagbes. Na década de 90, foram
introduzidas as vacinas do tipo “forte” (CBM-
forte) para revacinagbes, com objetivo de

imunizar aves com altos titulos de
anticorpos passivos (lto et al., 2001).

Os primeiros casos de alta mortalidade
devido a DG no Brasil foram observados em
meados de 1997 (Di Fabio et al., 1999 a,b).
O surto foi causado por um virus do grupo
molecular 11 (amostra 2050/97 - Gm 11 -
Simbios), semelhante vvIBDV descrito na
Europa em 1989, e classificado como tal.
Foram descritas também estirpes
pertencentes ao grupo molecular 15, que
apresentavam quadro subclinico de baixa
patogenecidade (lkuta et al., 2001). Desde
entéo, varios tipos de vacinas intermediarias
“plus” passaram a ser utilizadas em frangos
de corte, tais como Bursine plus® (estirpe
Lukert) e Nobilis Gumboro 228 E® (estirpe
228 E) para tentar controlar os surtos de
Gumboro de alta viruléncia no pais. Entre
2000 e 2001, diversas outras vacinas do
tipo “forte” foram introduzidas no pais,
dentre elas podemos citar: Avimune F® e
Gumbor-Vet forte® (estirpe Moulthrop G-
603), Cevac IBD-L (estirpe Winterfield 2512)
e Poulvac Bursa F (estirpe V877).
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Diversas amostras ja foram tipificadas por
RT-PCR/RFLP, sendo mais prevalentes as
dos grupos moleculares 15 (forma
subclinica, controlada facilmente por
vacinas tradicionais) e 11 (forma clinica
aguda, ndo vem sendo corretamente
controlada com os programas de vacinagdo
atuais) (lkuta et al., 2001). lkuta et al. (1998)
concluiaram que as amostras isoladas de
campo no Brasil apresentaram composi¢do
antigénica significativamente distinta das
vacinas, cepas de referéncia e variantes
norte americanas, dando origem a trés
novos grupos distintos. Gomes et al. (2005)
estudaram o perfil antigénico de amostras
vacinais e de campo isoladas em
propriedades de Minas Gerais, e concluiram
gue as amostras de campo possuiam perfil
de restricao diferente das amostras vacinais.

2.4.Programas de vacinagao
2.4.1. Importancia dos anticorpos passivos

Wyeth e Cullen (1976) determinaram que 0s
anticorpos maternais pudessem prevenir
infecgBes precoces pelos virus classicos, e
gque se a vacinacdo € realizada muito
precocemente, 0s anticorpos maternais
poderdo ndo sO intervir, como evitar uma
imunizacao efetiva.

Lucio e Hichner (1979) estudaram em quais
titulos de anticorpos passivos existe
neutralizagdo dos efeitos prejudiciais
causados pelos virus de campo e em qual
momento estes titulos eram diferentes dos
titulos necessarios para prevenir
imunossupressdo causada pelos vvIBDV.
Os autores concluiram que titulos médios
abaixo de 800 no teste de soroneutralizagédo
ndo foram capazes de prevenir atrofia da
BC quando o desafio foi realizado a partir de
10 dias de idade.

Para avaliar os efeitos da vacinagcao das
matrizes sobre a protecdo ao desafio da
progénie, Goddart et al. (1994) trabalharam
com reprodutoras vacinadas as 18-20
semanas com vacinas oleosas (matrizes
com altos titulos de anticorpos) e vacinadas
apenas com vacinas vivas na fase de recria
(matrizes com baixos titulos). As matrizes
vacinadas com vacina oleosa apresentaram

14

titulos de anticorpos, na fase do pico ou na
fase final de producdo, significativamente
superiores aos de matrizes que receberam
somente as vacinas vivas. Os pintos
descendentes das matrizes vacinadas com
vacina oleosa iniciaram sua fase de
suscetibilidade ao desafio pelos vvIBDV aos
27 dias e se tornaram totalmente suscetiveis
entre 37 e 40 dias de idade. Ja pintos
descendentes de matrizes ndo vacinadas
iniciaram sua fase de suscetibilidade entre
trés e 10 dias e se tornaram totalmente
suscetiveis entre 23 e 26 dias de idade.
Estes resultados mostraram que existe uma
grande variagdo nos titulos de anticorpos
passivos na progénie.

Pintos de corte sem anticorpos para a DG,
com titulos altos (725 no teste de
precipitacdo em gel de Agar) ou baixos
(111), foram submetidos ao desafio no 1°, 7°
e 14° dia de vida. Os altos titulos de
anticorpos passivos foram capazes de
prevenir, quase que completamente, a
imunossupressdo (medida através dos
titulos médios de anticorpos para Doenca
de Newcastle) e lesbes teciduais na BC das
aves desafiadas em todas as idades. As
aves possuidoras de baixos titulos de
anticorpos se mostraram parcialmente
protegidas, e aves desprovidas de
anticorpos  passivos  se mostraram
totalmente suscetiveis (Wood et al., 1983).

Pintos de um dia de idade de mesma origem
possuem variagfes nos titulos de anticorpos
maternais (Snyder et al., 1985; Wyeth e
Chettle, 1990; Van der Berg e Meulemans,
1991; Tsukamoto et al., 1995; Al Natour et
al., 2004). Esta desuniformidade de
anticorpos faz com que as aves se tornem
suscetiveis a infeccdo pelo virus vacinal em
diferentes periodos (Wyeth et al., 1981; Naqi
et al., 1982). No entanto, quando a
vacinacao precoce ndo € realizada, os virus
de campo podem infectar os pintos que
apresentam baixos titulos de anticorpos
maternos, resultando em altas cargas virais
no ambiente de criagdo. Portanto, deixando-
se lotes atingirem baixos niveis de
anticorpos maternais, sem a devida indugéo
de resposta ativa, produz-se aumento do
desafio local de virus de campo, o0 que ira



ocasionar uma competicdo desfavoravel
com o virus vacinal (Van der Berg, 1991).

Maas et al. (2001) concluiram que os titulos
minimos de 512 no teste de
soroneutralizagdo, em frangos de corte de
duas semanas de idade, sdo capazes de
proteger contra sinais clinicos causados
pelo desafio com cepas classicas e muito
virulentas (52/70 e D 6948
respectivamente). Porém, nem titulos
superiores a 2048 foram capazes de impedir
severa lesdo da BC causada pelo desafio
com as estirpes citadas, resultando em
deplecao severa dos linfécitos bursais.

De acordo com Al Natour et al. (2004),
pintos descendentes de matrizes vacinadas
com vacinas oleosas no periodo pré-
postura, possuem maior resisténcia ao
desafio com estirpe variante IN-IBDV, até 28
dias de idade, do que aves descendentes
de matrizes com baixos titulos de anticorpos
passivos (médias menores que 1500 nos
pintos ao nascimento).

2.4.2. Influéncia dos anticorpos passivos
sobre as vacinagdes

Em relacdo a neutralizagédo do virus vacinal
pelos anticorpos passivos, Nagi et al. (1982)
trabalharam com matrizes ndo vacinadas e
vacinadas as 18 semanas de idade com
vacina oleosa, para avaliar a taxa de
declinio dos anticorpos passivos na
progénie, e sua interferéncia sobre a
resposta as vacinas de patogenicidade
suave e intermedidria, aplicadas no dia do
nascimento ou no 13° dia de vida. Avaliaram
também a resposta ao desafio de aves
descendentes de matrizes vacinadas e ndo
vacinadas. A vacinagdo oleosa induziu a
producéo de altos titulos (titulos médios de
100000 no teste de soroneutralizagdo) de
anticorpos maternos durante todo o periodo
de criagdo das  matrizes. Pintos
descendentes de matrizes vacinadas
apresentaram perfil de anticorpos
semelhante ao descrito nas matrizes,
mostrando que a transferéncia de
imunidade passiva apresenta perfil paralelo
e constante. Os pintos vacinados ao
nascimento, ou no 13° dia de vida,
descendentes de matrizes vacinadas, nao

apresentaram resposta imune ativa a
vacinacao independente da estirpe utilizada.
Por outro lado, pintos descendentes de
matrizes nado vacinadas apresentaram
resposta imune ativa, com producdo de
anticorpos, mostrando que altos niveis de
anticorpos maternos foram capazes de
neutralizar tanto as vacinas suaves quanto
intermediérias.

Com o objetivo de avaliar a protecao dos
anticorpos maternos ao o desafio com as
cepas wvvIBDV e a interferéncia dos
anticorpos passivos sobre a vacinagdo no
campo, Van der Berg e Meulemans (1991)
trabalharam com pintos de corte
descendentes de matrizes de corte com
altos titulos de anticorpos (média de 1500
no teste de soroneutralizacéo) vacinadas na
fase de recria com vacinas vivas e no
periodo pré-postura com a vacina oleosa, e
matrizes com baixos titulos (média de 28 no
teste de soroneutralizacdo) vacinadas
apenas na fase de recria com vacina viva.
Os pintos das matrizes vacinadas e nao
vacinadas foram imunizadas no 14° ou 21°
ou 28° dias de idade com vacinas
intermediarias (D78 ou SAL Bursine- 2) ou
suave (PGB 98). Os resultados
demonstraram que a vacinacdo de pintos
até os 28 dias, com altos titulos de
anticorpos maternos, foi ineficaz. Altos
titulos de anticorpos passivos foram
capazes de proteger contra mortalidade
devido ao desafio com wvIBDV (estirpe
849VB), mas nao foram capazes de impedir
lesbes & BC das aves desafiadas,
mostrando que a doenca pode se instalar
em sua forma subclinica, mesmo em lotes
com altos niveis de anticorpos passivos.

Outros trabalhos tém demonstrado também
que a vacinagao precoce (no 1° ou no 7° dia
de idade) de pintos de corte com altos
titulos de anticorpos passivos (média de
titulos acima de 1000 no teste de
soroneutralizagao), mesmo utilizando
vacinas intermediarias, nao induziu uma
resposta imune ativa, confirmando que
existe interferéncia dos altos titulos de
anticorpos maternos sobre a vacinagdo
precoce (Sharma, 1985; Wyeth e Chettle,
1990; Knoblich et al., 2000; Kumar et al.,
2000; Tessari et al., 2000; Alam et al., 2002;
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Ahmed et al., 2003; Ahmed e Akhter, 2003;
Bolis et al., 2003 e Hair-Bejo et al., 2004).

Moraes et al. (2005) avaliaram a influéncia
dos anticorpos maternos sobre a resposta a
vacinacao de pintos (com um dia de idade)
desafiados com estirpe de campo de alta
viruléncia isolada no Brasil e pertencente ao
grupo molecular 11 (G 11). As aves
vacinadas com vacina intermediaria
(Bursine 2) no primeiro dia de vida,
descendentes de matrizes vacinadas, ndo
apresentam resposta imune ativa a
vacinacdo, demonstrando protecdo contra
0s sinais clinicos causados pelo desafio,
mas ndo contra os danos causados pelo
virus sobre os tecidos da BC.

Em relagdo a vacinagdo precoce em pintos
descendentes de matrizes ndo vacinadas,
Muskett et al. (1979) demonstraram que
aves SPF, guando vacinadas
precocemente, estavam completamente
protegidas ao desafio com wIBDV,
enquanto que aves comerciais (altos titulos
de anticorpos passivos) ndo apresentam
protecdo contra o referido desafio.
Resultados semelhantes foram encontrados
por Allan et al. (2002) e Rautenschlein et al.
(2005), sendo que estes autores
trabalharam com aves comerciais. De
acordo com Van der Berg et al. (1991),
quatro dias apés a vacinacao de aves SPF
com vacina intermediéria (estirpe D78), ja se
pode notar alta prote¢édo contra desafio com
vwIBDV (amostra 849VB), mostrando que,
mesmo antes da producdo de anticorpos
neutralizantes, a vacinacdo € capaz de
induzir adequada protecao.

Lukert (1994) demonstrou que alguns virus
vacinais de diferentes estirpes sdo capazes
de residir na BC de pintos 14 dias ap0s a
vacinacdo, mesmo na presenca de
anticorpos maternais.

O monitoramento dos titulos de anticorpos
maternos nos pintos, para prever qual o
melhor momento para se realizar a
vacinacao, tem sido proposto por diversos
autores (Van der Berg, 1991; Tsukamoto et
al., 1995; Alam et al., 2002; Ahmed et al.,
2003; Bolis et al., 2003; Rautenschlein et al.,
2005). As vacinas fortes sdo capazes de
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romper titulos mais elevados de anticorpos
maternos do que as vacinas intermediarias,
e ambas, maiores do que as vacinas
suaves. Estas informag¢bes servem de
orientagdo para a escolha do tipo de vacina
a ser utilizada e qual a melhor idade para a
vacinacao (Di Fabio, 2001). Alguns autores
recomendam que pintos descendentes de
matrizes vacinadas com vacina oleosa
sejam  vacinados  com vacinas
intermediarias ou fortes a partir do 14°, 21°
ou 28° dia de vida, dependendo dos titulos
de anticorpos maternais encontrados nos
pintos de um dia (Lucio e Hitchner, 1979;
Van der Berg, 1991; Rautenschlein et al.,
2005). Porém, mesmo as vacinas mais
fortes s6 conseguem ultrapassar a barreira
de anticorpos maternos quando os niveis se
encontram abaixo dos niveis protetores
(abaixo de 1000 no teste de
soroneutralizagdo) contra vvIBDV, abrindo
portas para instalagdo da doenca em aves
suscetiveis (Sayd et al., 2004).

Alguns autores acreditam que ao se
conhecer a origem do plantel e seu perfil
sorolégico, com titulos de anticorpos altos e
uniformes, ndo € necessdria a vacinagao
com um dia de idade (Van der Berg e
Meulemans, 1991; Knoblich et al., 2000;
Kumar, 2000; Ahmed e Akhter, 2003;
Ahmed et al., 2003; Bolis et al., 2003). Na
Bélgica, a vacina oleosa foi eliminada das
reprodutoras para facilitar o uso de vacinas
intermediarias na progénie, conseguindo
assim uma significativa reducdo da doenca
(Van der Berg et al., 1996). No Brasil, a
introducao de vacinas do tipo forte (1990-
1996), associada ao uso de imunidade
passiva elevada sem ainda ter tido
notificagdo da presenca de vvIBDV no pais,
precedeu a emergéncia deste em 1997,
porém, esta estratégia vem sendo utilizada
com intuito de promover resposta imune
ativa, quando em presencga de altos titulos
de anticorpos passivos (Ito et al., 2001).

Bolis et al. (2003) demonstraram que a
utiizacdo de vacinas fortes (estirpe
Moulthrop G603) ou intermediarias “plus”
(estirpe 228 E) aos 14 dias de idade, em
pintos com altos titulos de anticorpos
passivos (média de titulos de 3500 no teste
de soroneutralizagdo, no nascimento), foi



eficiente na geracdo de resposta imune
humoral e protecdo ao desafio com estirpes
brasileiras de alta viruléncia 2050/97.
Trabalhos semelhantes foram realizados por
Ahmed et al. (2003) e Ahmed e Akhter
(2003).

Os autores citados a seguir questionam a
utiizacdo de vacinas intermediarias “plus”
ou fortes, uma vez que estas estirpes
possuem capacidade de permanecer no
ambiente ap0s diversas criadas (Tsukamoto
et al., 1995), e possuem perfil de infecgdo
muitas vezes semelhante as estirpes de
campo virulentas (Lucio e Hitchner, 1979;
Nagi et al., 1982; Bolis et al., 2003;
Rautenschlein et al., 2005), podendo causar
a doenca em sua forma subclinica,
principalmente em aves suscetiveis.

A vacinagdo de pintos de corte contra DG,
aos 14 dias de idade (com estirpe de
patogenicidade intermediaria), com altos
titulos de anticorpos maternos (acima de
1000 no teste de soroneutralizagao)
prejudicou o ganho de peso dos frangos aos
42 dias de idade (Sahar et al., 2004). Talebi
et al. (2005) também encontraram
resultados semelhantes, porém, avaliando a
utiizacdo de vacinas contra Bronquite
Infecciosa das Galinhas.

2.4.3. Vacinagdo in ovo para doenca de
Gumboro

Numa tentativa de solucionar estas
questbes, paises como EUA, Inglaterra,
Holanda, Dinamarca, Brasil, dentre outros,
estdo passando a utilizar a vacinacao in
ovo. Vacinacao in ovo contra a doenca de
Marek tem sido realizada com seguranca e
sucesso em varias partes do mundo,
inclusive no Brasil (Sharma, 1985; Whitfill et
al., 2002). Em relagdo a utilizacao de
vacinas contra IBDV, alguns estudos tém
sido realizados.

Sharma (1985) avaliou a eficacia e
seguranca da utilizacdo de vacinas suaves
(estirpes TC e BVM) e intermediarias
(estirpes BV e 2512) em aves SPF e em
aves comerciais (com altos titulos de
anticorpos passivos). O autor verificou que a
vacinacdo de aves SPF com estirpes

suaves, quando realizada no 18° dia de
incubacdo, ndo afetou a eclodibilidade nem
a viabilidade na primeira semana de vida,
diferentemente das vacinas intermediérias.
Os pintos SPF vacinados tanto in ovo,
guanto no primeiro dia de vida com vacinas
suaves, sofreram lesbes de BC menos
acentuadas do que aves vacinadas com
vacinas intermedidrias. Foi verificado
também que os titulos de anticorpos dos
pintos SPF pds-vacinagdo in ovo, com
vacinas suaves, foram menores que de aves
vacinadas no primeiro dia. Em relacdo a
protecdo ao desafio com estirpe virulenta
(IM IBDV), os pintos comerciais (com altos
niveis de anticorpos passivos) vacinados no
primeiro dia com vacinas suaves, se
mostraram menos protegidos ao desafio do
gue pintos vacinados in ovo. Apenas as
aves que receberam vacina intermediaria
(estirpe 2512), tanto in ovo, quanto no
primeiro dia tiveram boa protecéo frente ao
desafio. Além disto, o autor verificou
também que a utlizacdo de vacinas
conjugadas (virus da Doengca de Marek
associada a virus da DG) ndo afetou a
eficadcia da vacina para ambos os agentes
testados.

Utilizando vacinas conjugadas aplicadas em
pintos SPF, Gagic et al. (1999) observaram
gue a vacina bivalente Marek/Gumboro foi
capaz de induzir altos titulos de anticorpos
para ambos os agentes testados (média de
3640 para DG no teste de ELISA) e oferecer
protecao frente a desafio com virus virulento
(estirpe IM IBDV).

De acordo com Giambrone et al. (2001), a
vacinacdo de embrides SPF no 18° dia de
incubacao, com doses completas de vacinas
intermediérias, prejudicou tanto a
eclodibilidade, quanto a viabilidade das aves
até a terceira semana de idade, além de ter
induzido graves lesGes nos tecidos da BC.
Quando se diminuiu a dose da vacina pela
metade, os efeitos prejudiciais sobre
eclosdo e viabilidade desapareceram, mas
as lesbes nos tecidos da BC
permaneceram, sendo que pintos
comerciais foram mais resistentes e se
recuperaram mais rapidamente das lesbes
teciduais do que aves SPF. A vacinagdo in
ovo produziu uma protecdo significativa
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contra desafio com estirpe virulenta classica
(APHIS) e variante (Delaware E). Também,
Corley et al. (2001) observaram que a
vacinacdo in ovo com estirpes de
patogenicidade intermediaria aumentaram a
taxa de mortalidade na primeira semana de
idade.

Segundo Coletti et al. (2001), a vacinagao in
ovo, tanto de aves SPF, quanto de aves
comerciais com vacina intermediaria (estirpe
D78), nao influenciou negativamente a
eclodibilidade, nem a viabilidade das aves
na primeira semana de idade. Além disto, a
vacinacao in ovo nao foi capaz de induzir
resposta imune ativa em aves comerciais,
mostrando que altos titulos de anticorpos
maternos (média de 3500 no teste de
ELISA) podem neutralizar os virus vacinais.
De acordo com Corley et al. (2002), a
utilizacdo de vacinas intermediarias (estirpe
2512) in ovo, em aves comerciais, ndo foi
capaz de induzir resposta imune humoral
ativa, mesmo quando as aves vacinadas se
mostravam positivas frente as provas de
RT/PCR realizadas entre trés e seis dias
pés-vacinagao.

Rautenschlein e Hasse (2005) verificaram
gue os pintos vacinados in ovo com vacinas
intermediarias (Bursine-2) possuem
recuperacao das lesbes nos tecidos da BC
mais rapidas do que os pintos vacinados no
14° dia de vida, devido a um menor acimulo
de células T (CD4+ e CD8+) na BC pés-
vacinagao, avaliadas por
imunohistoquimica. Corley et al. (2001)
relatou que o aumento na concentragdo de
células T na BC pos-infeccdo pelo IBDV
estd relacionado com o0 aumento na
gravidade das lesbes teciduais,
proporcionando um retardo na recuperagao
destas lesdes.

A partir do ano de 2000, uma nova vacina
contendo um complexo virus—anticorpo tem
sido alvo de intensa pesquisa em todo o
mundo. Esta se baseia na inoculagéo in
ovo, ou no primeiro dia de vida, de
anticorpos especificos para IBDV mesclados
com uma “proporcdo adequada” de virus
vacinal. Esta combinacao parece garantir a
preservacao do IBDV em presenca de altos
titulos de anticorpos passivos, uma vez que
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relata-se a capacidade deste imuno-
complexo em se alojar em sitios
privilegiados do sistema imune, como as
células dendriticas foliculares presentes nos
centros germinativos dos 6rgaos imunes. De
acordo com Corley et al. (2001), esta vacina
(estirpe 2512 mesclada com adequados
niveis de anticorpos - IBDV-ICX), quando
administrada in ovo a aves SPF, causou
menor mortalidade na primeira semana do
gue a vacina intermediaria convencional
testada (estirpe 2512). Além disto, IBDV-ICX
apresentou capacidade de atrasar a
replicacao do virus em 6rgdos alvo, porém,
este atraso ndo foi capaz de prevenir um
quadro de imunossupressdo decorrente
desta replicacdo, mesmo que tardia.

De acordo com Ivan et al. (2001), a
vacinacdo in ovo com vacina contendo
imuno-complexo (Cevac transmune IBD
vaccine: |IBDV-BDA) foi causadora da
deplecdo de foliculos bursais das aves
vacinadas, porém, aves comerciais
apresentaram deplecdo bursal mais tardia,
menos severa e durante menor tempo
gquando comparadas a aves SPF. A
explicacdo dada pelos autores é de que os
anticorpos passivos presentes nas aves
comerciais poderiam ter neutralizado
parcialmente o virus vacinal, reduzindo a
severidade das lesbes encontradas nas BC
destas aves. Os autores descreveram
também o perfil sorolégico de pintos
comerciais vacinados no 18%° dia de
incubacdo com IBDV-BDA, mostrando que
os titulos de anticorpos decresceram até 26
dias de idade, permaneceram indetectaveis
até 34 dias, e, a partir dai, comecaram a
aumentar até atingir altos titulos aos 42 dias
de idade.

Corley e Giambrone (2002) demonstraram
que a vacina IBDV-ICX, quando
administrada no 18° dia de incubagido em
aves SPF, resultou em menor
imunossupressao da resposta imune celular,
nas fases iniciais de infeccdo, do que a
vacina intermediaria convencional testada
(estirpe 2512).

Coley et al. (2002) demonstraram que aves
comerciais, descendentes de matrizes
vacinadas, nao foram capazes de montar



uma adequada resposta imune humoral
frente a vacinacao in ovo, tanto com vacina
convencional (amostra 2512) quanto com
vacina contendo imuno-complexo (IBDV-
ICX).

Hassangadeh et al. (2006) compararam a
vacinagao in ovo e no primeiro dia, com
vacina contendo imuno-complexo, e
concluiram que tanto aves comerciais (altos
titulos de anticorpos passivos) vacinadas in
ovo, quanto aves comerciais vacinadas no
primeiro dia, apresentaram titulos de
anticorpos decrescentes até os 21 dias de
idade. Porém, a partir de 21 dias, ambos os
grupos apresentaram aumento significativo
de anticorpos quando comparadas ao grupo
controle (ndo vacinados).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Locais

O experimento foi dividido em duas etapas.
Uma para a avaliagdo dos efeitos da
imunidade materna sobre as respostas
imunoldgicas as vacinas contra a DG, e a
outra para avaliar os efeitos das vacinas
sobre o desempenho dos frangos.

Foram utilizadas matrizes pesadas da
linhagem Avian Cobb da empresa Rio
Branco Alimentos S/A, localizada no
municipio de Pitangui — Minas Gerais (MG).
Os ovos produzidos por estas matrizes
foram incubados no incubatério comercial
de propriedade da empresa Nogueira Rivelli
Irméos LTDA, localizado no municipio de
Mateus Leme — Minas Gerais (MG).

A criacdo dos frangos de corte foi realizada
na Fazenda Experimental “Prof. Hélio
Barbosa” da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), no municipio de Igarapé. As
andlises de sorologia foram realizadas no
laboratorio de diagndstico Laudo
Laboratorio Avicola, localizado na cidade de
Uberlandia — MG.

As anélises de RT/PCR foram realizadas no
laboratério de Doenga das Aves localizado
no Departamento de Medicina Veterinaria

Preventiva da Escola de Veterinaria da
UFMG e no Laboratério de Virologia
Comparada (LVC) do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da UFMG.

3.2. Matrizes

Foram utilizadas 2800 matrizes pesadas
com 18 semanas de idade, as quais foram
divididas em dois grupos de 1400 aves
cada. O grupo 1 foi constituido por matrizes
que receberam a vacina triplice oleosa
contra DG, Newcastle e Bronquite
Infecciosa as 18 semanas de idade, e o
grupo 2 por matrizes que nao receberam a
vacina triplice oleosa citada.

Ambos 0s grupos receberam vacina viva
intermediaria para DG com trés e oito
semanas de idade via 4gua de bebida.

As matrizes foram alojadas em diferentes
boxes de um mesmo galpdo e criadas de
acordo com as recomendac¢fes do manual
da linhagem.

3.3. Ovos

Os ovos férteis foram coletados quando as
matrizes atingiram 32 semanas de idade.
Em dois de postura, foram coletados 4320
ovos, sendo 2160 ovos do grupo que
recebeu a vacina oleosa e 2160 ovos do
grupo somente vacinado com a vacina viva.
O manejo, a selecéo e a desinfec¢édo destes
ovos seguiram as recomendacdes da
empresa.

3.4. Incubacao e vacinagéo dos pintos

Os ovos foram incubados em uma empresa
comercial, obedecendo as recomendacdes
de rotina do incubatorio.

Com 436 horas de incubacao (18 dias e 4
horas), todos os ovos foram transferidos
para a sala de vacinagdo in ovo onde os
ovos de todos os tratamentos receberam
vacinagcao para doenca de Marek in ovo,
com excecao dos ovos dos tratamentos E e
F que receberam vacina bivalente para
Marek/Gumboro. Apos a vacinacgdo todos os
ovos foram transferidos para bandejas de
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eclosdo devidamente identificadas de
acordo com os tratamentos e colocados na
no nascedouro, onde permaneceram até
completar o total de 498 horas. (20 dias e
18 horas).

Ap6s o nascimento foi realizada a sexagem,
sendo separados para O experimento
apenas pintos fémeas, 0s quais foram
acomodados em caixas de papelao
identificadas de acordo com os tratamentos.
Os pintos dos tratamentos vacinados no

primeiro dia, descendentes de matrizes
vacinadas e nao vacinadas, foram
vacinados via subcutanea contra a DG,
imediatamente apos a ecloséo.

3.5. Tratamentos

Os tratamentos, definidos de acordo com o
uso ou nado da vacina oleosa na matriz e
com a via e idade de vacinagdo dos pintos,
encontram-se na tabela 1.

Tabela 1 — Descrigdo dos tratamentos de acordo com o uso ou ndo de vacina oleosa na matriz

e via e idade de vacinacao dos pintos

Sigla Tratamentos

TMOO >

Pintos vacinados no primeiro dia, descendentes de matrizes vacinadas

Pintos vacinados no 15° dia de vida, descendentes de matrizes ndo vacinadas
Pintos vacinados no 15° dia de vida, descendentes de matrizes vacinadas
Pintos vacinados no primeiro dia, descendentes de matrizes ndo vacinadas
Pintos vacinados in ovo, descendentes de matrizes nao vacinadas

Pintos vacinados in ovo, descendentes de matrizes vacinadas

3.6. Programas de vacinac¢fes utilizados
nas matrizes, in ovo € nos pintos no
primeiro ou 15 2 dia de idade

3.6.1.Programas de vacinagao nas matrizes:

3% semana de idade: Bursine-2 — vacina
liofilizada, estirpe Lukert, intermediéria,
atenuada em cultivo celular, administrada
via agua de bebida.

8% semana de idade: Bursine-2 — vacina
liofilizada, estirpe Lukert, intermediéria,
atenuada em cultivo celular, administrada
via agua de bebida.

18% semana de idade: Bigopest — vacina
inativada contra Doenca de Newcastle,
Bronquite Infecciosa das Galinhas, e
Doenca de Gumboro (estirpe VMJO/USA),
administrada via intramuscular.

3.6.2. Programa de vacinagao in ovo:
Herpesvirus de peru (HVT) associada a
IBDV S706 (congelada) — vacina viva

atenuada contra doenca de Marek e doenca
de Gumboro (intermediaria).

20

Titulo de HVT (informado pelo Laudo
Laboratério  Avicola): 9600 unidades
formadoras de placa (PFU)/dose.

Titulo de IBDV S706 (informado pelo Laudo
Laboratério Avicola): 10 **° TCIDs, dose.

Marek HVT (congelada) — vacina viva
atenuada contra doenca de Marek.

Titulo de HVT (informado pelo Laudo
Laboratorio Avicola): 12200 PFU/dose.

3.6.3. Programas de vacinagdo no primeiro
ou no 15° dia de idade:

BUR 706 (liofilizada) — vacina viva atenuada
contra doenga de Gumboro (intermediaria).

Titulo de Gumboro (informado pelo Laudo
Laboratério Avicola): 10 **° TCIDs, dose.

3.7. Metodologias de vacinagao
3.7.1. Vacinagdo in ovo

Para a vacinacdo in ovo aos 18 dias e
quatro horas de incubacéao, foi empregado o



sistema Inovoinject® da Embrex. Este
sistema permite a vacinacao simultanea de
até 160 ovos. O equipamento consiste em
um sistema de mudltiplas agulhas duplas,
cujo perfurador perfura a casca e suas
membranas em posi¢do vertical, sobre o
topo da camara de ar, atingindo o liquido
amnidtico ou o musculo peitoral direito do
embrido com a agulha de injecdo interna,
com o volume de 0,1 mL de vacina.
Sensores multiplos monitoram o fluxo de
vacina, desinfetante e operagéo do sistema.
Na vacinagdo, nao foi utilizado antibidtico
associado a vacina.

3.7.2. Vacinagdo no primeiro dia de vida

Para a vacinagdo no primeiro dia de vida, foi
utiizado o sistema de vacinagdo manual
AccuVac com o dispositivo Twin Touch®,
gue permite a vacinagdo manual de pintos
de um dia no incubatério. Este sistema
consiste em uma caixa de aco inoxidavel
contendo uma placa conjugada a seringa
com volume de 0,2 mL de vacina, que é
acionada por sistema de contato entre
animal e maquina. N&o foi utlizado
antibidtico associado a vacina.

3.7.3. Vacinag&o no 15° dia de vida

A vacinacao no 15° dia de vida via agua de
bebida, foi realizada da seguinte maneira:
todas as aves foram submetidas a jejum
hidrico prévio a vacinacéo de duas horas. O
conteudo do frasco da vacina liofilizada para
DG (contendo 2000 doses) foi diluido em 68
litros de agua sem cloro, contendo 136
gramas de leite em pd desnatado (2g de
leite em po6/L de 4gua). Em um periodo de
20 minutos, esta solucdo foi oferecida as
aves diretamente no bebedouro pendular
(um L de solucéo para 30 aves) e o tempo
de consumo foi, em média, de 40 minutos.
ApGs o total esvaziamento dos bebedouros,
as aves retomaram seu acesso a agua ad
libitum.

3.8. Manejo dos frangos de corte
Os pintos foram alojados em galpdes

convencionais, dividido em boxes com area
de 3m? cada. A densidade foi de 10

aves/m2. O aquecimento de um a 15 dias de
idade foi feito com fornalhas a carvéo.
Foram utilizados bebedouros tipo copo de
pressédo até o 7° dia de idade, momento em
que houve substituicdo para bebedouros
pendulares automaticos, que permaneceram
até o fim do experimento (um para cada
box). Do primeiro ao 14° dias de idade
foram usados comedouros tubulares com
capacidade para 3 Kg de racgéo, e a partir do
15° dia estes foram substituidos pelos
comedouros tubulares com capacidade
para 20 Kg de ragdo, que permaneceram
até o ultimo dia de criagdo das aves.

O programa de luz utilizado durante o
periodo de criacdo foi 0 seguinte: de um a
cinco dias de idade com 24 horas de luz por
dia, e de seis a 40 dias de idade somente
luz natural. O periodo de criagdo foi de um a
40 dias de idade.

Com o objetivo de impedir passagem do
virus vacinal entre pintos vacinados (in ovo
e com um dia) e ndo vacinados, as aves
foram alojadas em galpbes separados e
distantes, sem acessos cruzados, havendo
controle rigoroso de entrada de pessoas e
equipamentos para e entre os galpdes.

No galpdo 1 foram alojados os pintos dos
tratamentos B e C, os quais receberam a
vacina contra DG via 4gua de bebida, aos
15 dias de idade. No galpdo 2 foram
alojados os pintos dos tratamentos A, D, E e
F, os quais foram vacinados para DG
apenas no incubatério (in ovo ou logo apés
0 nascimento).

3.8.1. Racdes

Foram utilizados dois tipos de ragbes, na
forma peletizada de acordo com as
recomendagfes do manual da linhagem e
as fases de criacéo, ou seja, fase inicial de
um a 21 dias e de crescimento de 22 a 40
dias de idade. Os niveis nutricionais da
dieta foram os mesmos utilizados pela
empresa Rio Branco Alimentos S/A. Estes
se encontram na tabela 2.
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Tabela 2 - Niveis nutricionais das ragdes utilizados no experimento

Niveis nutricionais Inicial Crescimento
Proteina bruta (%) 22,06 20,35
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2950 3150
Calcio (%) 0,92 0,90
Faésforo dispon. (%) 0,45 0,42
Lisina total (%) 1,26 1,19
Metionina total (%) 0,55 0,49
Metionina + cistina (%) 0,90 0,88
Saédio (%) 0,20 0,20

3.9. Avaliacao soroldgica

Para as avaliacbes sorolégicas foram
utilizas 30 matrizes de corte e 240 pintos de
corte fémeas, distribuidos de acordo com os
tratamentos.

3.9.1. Imunidade humoral passiva

Com o objetivo de inferir a imunidade
humoral passiva das progénies, avaliaram-
se os titulos dos anticorpos das matrizes no
momento da postura, por amostragem de
sangue da veia braquial de 15 matrizes
vacinadas e 15 matrizes ndo vacinadas as
18 semanas no segundo dia de coleta dos
0vO0Ss.

Para avaliar os titulos de anticorpos
maternais na progénie, foram coletadas
amostras de sangue na veia jugular de 30
pintos descendentes de matrizes vacinadas,
e 30 pintos descendentes de matrizes nao
vacinadas, um dia (24 horas) apds o
nascimento.

3.9.2. Imunidade humoral ativa

Para avaliar a dinamica da geracdo de
anticorpos especificos para IBDV, foram
coletadas amostras de sangue na veia
braquial de 30 aves de cada tratamento (A,
B, C, D, E e F) aos 10, 25 e 40 dias de
idade para realizacdo do teste de
soroneutralizagéo.

3.9.3.Testes de soroneutraliza¢éo
As amostras de soro coletadas e o soro

controle foram pré-diluidos a 1:5 em meio
de cultivo celular 199 sem bicarbonato de
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s6dio, contendo L-Glutamina, acrescido de
antibidticos  (sulfato de  gentamicina,
penicilina, sulfato de estreptomicina e
anfotericina B). Apdés a diluicdo ambos
foram transferidos para outra microplaca
gque nao a placa teste e deixados em
repouso por pelo menos 1 hora.

Na placa de teste foram adicionados 150 pL
do mesmo meio de cultivo na 12 fileira e
demais respectivamente, e posteriormente
as amostras foram diluidas na base 2 em
placas de 96 wells. Foram adicionados a
cada orificio 50 pL do IBDV (estirpe
Mouthrop adaptada a célula). As placas
permaneceram em repouso por uma hora a
temperatura ambiente. Adicionou-se o0
bicarbonato a suspensdo celular. Foram
colocados 50ul da suspensdo celular a
todos os orificios (com excecao da fileira 1).
As microplacas foram incubadas em estufa
de CO; a 37°C por 72 horas.

A leitura foi realizada em microscépio
invertido (com aumento de 100X) marcando
o titulo pelo ndmero do orificio. O titulo de
anticorpos de uma amostra € a reciproca da
maior diluicdo onde houver 100% de
neutralizagdo, ou seja, onde ndo houve
nenhum efeito citopatico.

O teste foi validado pela média geométrica
de todos os titulos obtidos com o soro
controle (testado em todas as placas). A
média obtida ndo deveria variar mais que
0,7 (log2) da média conhecida (padrao). Se
houvesse variacdo maior que 0,7 o teste
estaria invalido.



3.10. Provas moleculares (RT/PCR)

Para a avaliacdo por prova molecular
(RT/PCR) foram utilizados 180 pintos
distribuidos igualmente de acordo com os
tratamentos, sendo identificados pelas
siglas respectivas de cada tratamento e por
uma numeracgdo de 1 a 30 dentro de cada
tratamento. Ou seja, amostras Al até A30,
para os pintos do tratamento A e assim
respectivamente.

3.10.1. Coleta de material

Para a amplificacdo e deteccdo do genoma
do IBDV vacinal obtida por RT/PCR e
eletroforese, respectivamente, determinou-
se a coleta de BC dos pintos 4 dias (96
horas) apos a vacina¢éo, uma vez que a BC
€ o sitio primério de replicacdo do IBDV.
Para a realizagdo das provas, foram
coletadas BC de 30 aves de cada
tratamento, numeradas de acordo com 0s
respectivos tratamentos, como citado
anteriormente. Para confirmar a auséncia de
desafio por IBDV no ambiente de criagdo
das aves, um dia antes da vacinacao aos 15
dias de idade, foram coletadas também BC
de animais-controle, no galpdo onde os
frangos dos tratamentos B e C foram
alojados. Este procedimento teve o objetivo
adicional de detectar eventual escape do
virus vacinal entre os tratamentos.

Para a coleta das BC foram usadas
tesouras autoclavadas, sendo uma tesoura
para cada ave. A coleta foi realizada quatro
dias (96 horas) apés a vacinacao para DG,
em cada tratamento. As BC foram
armazenadas em eppendorfs individuais,
devidamente identificados e acondicionados
em temperatura de -20°C até o momento da
realizacao dos exames.

3.10.2. Extracdo do RNA
Para extragcdo do RNA, foi escolhido o

método utilizado por Gomes et al. (2005), da
seguinte maneira: As BC foram submetidas

a trituracdo em gral e pistilos individuais
estéreis, utilizando-se 1000uL de TNE
(A10mM Tris-HCI [pH 8,0], 100mM NacCl,
1mM acido etilenediaminetetracetico). Cerca
de 250uL de <cada amostra foram
transferidos para um microtubo novo, aos
quais foram adicionados, 750uL de Trizol LS
(Invitrogen EUA), com completa
homogeneizacdo por agitacdo vigorosa,
ficando em repouso por 10 minutos em TA,
apés o que foram centrifugadas (13000 X
g/10 minutos/4°C) para separagéo de fases.
Apenas o sobrenadante foi transferido para
novo microtubo e adicionado a este 250uL
de cloroférmio. Os tubos foram agitados
vigorosamente por 15 segundos, incubados
por 10minutos em TA, e posteriormente
centrifugados (13000 X/15 minutos a 4°C)
para separacdo de fases. Neste
procedimento o RNA fica solubilizado na
fase aquosa superficial (branca) e o DNA e
proteinas na fase organica (vermelha),
sendo, por isto, o sobrenadante transferido
cuidadosamente para novo microtubo, e a
ele adicionado uma vez o volume de
isopropanol, homogeneizando vagarosamente
(inversao manual/ 10 vezes), ficando em
repouso a -20°C por 12 horas. O RNA foi
precipitado por centrifugacdo (13000 X/20
min/ 4°C) e o sobrenadante descartado. O
sedimento (pellet) foi lavado por trés vezes
com etanol a 96% e centrifugado (13000 X
g/5 min/ 4°C). Apos secagem a 56°C por 15
minutos, o sedimento foi dissolvido em
DMSO 90% e acondicionado a -20°C até o
momento da transcrigdo reversa (TR).

3.10.3. Oligonucleotidios

Dois pares de oligonucleotidios iniciadores,
desenhados por Gomes et al. (2005), foram
utilizados com o intuito de amplificar regides
parciais do segmento B do genoma do IBDV
gue codificam para a proteina VP1 do IBDV,
regido considerada como conservada do
virus. Os iniciadores LVC 126 e LVC 127
dao origem a um segmento de 588 pb do
gene que codifica para proteina VP1
(Tabela 3).
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Tabela 3: Oligonucleotidios, seqiiéncias de bases, TM e localizagdo no gene que codifica para

a proteina VP1 do IBDV.

Localizagdo ™

Iniciador Sequéncia (5° —3) Gene N Sentido
gendmica (°C)

LVC 126 CACGTTAGTGGCTCCTCT VP1 28-45" 67 +

LVC 127 AGTGGCGACCTCCTTCAT VP1 599-616" 67 -

+: senso; -: antisenso; *: posicdo em relacdo ao segmento B do genoma do IBDV (Gomes et al., 2005);

TM: temperature melting.

Os oligonucleotidios iniciadores foram
sintetizados pela empresa INVITROGEN
Life Technologgies (Sdo Paulo, Brasil), e
armazenados a -20°C em sua forma
reconstituida (em tampéo TE).

3.10.4. Transcricao reversa (TR)

Os ciclos de temperaturas utilizados na
técnica de RT/PCR para as regides parciais
dos genes que codificam para a proteina
VP1 do IBDV foram desenvolvidos em
diferentes  etapas, através do kit
SUPERSCRIPT™ one step RT/PCR with
PLATINUM ® Tagq (INVITROGEN Life
technologgies) ou do kit ImPROM II™
Reverse Transcriptase (PROMEGA
CORPORATION). Ao término de cada
extracdo, foi realizada a dosagem de RNA
total por espectofotdmetro (Gene Quant), e
os valores obtidos foram utilizados para
padronizar a transcricdo reversa de cada
amostra testada. Os ciclos utilizados na
transcrigao reversa encontram-se
esquematizados na figura 2.

A transcricdo reversa utilizando a enzima
SUPERSCRIPT™ procedeu-se da seguinte
maneira: 1,5uL de RNA (cerca de 5ug/plL de
RNA) foi incubado, como descrito
anteriormente, para desnaturagcdo. Ao
microtubo contendo o RNA foi adicionado
1uL de dNTP mix (10mM), 1uL do oligo LVC
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127 e 8uL de H,O UP. Apés
homogeneizacéo, a solucdo foi incubada a
65°C por cinco minutos e em gelo por dois
minutos. Posteriormente, foram adicionados
a solugdo 2uL de tampéo de TR 10X, 4uL
de MgCl, (25mM), 2uL de DTT (0,1mM) e,

por altimo, 0,5uL de enzima
SUPERSCRIPT™ . A solucdo foi
cuidadosamente homogeneizada e

incubada a 42°C por 60 minutos. Para
inativagdo da enzima a solucao foi incubada
a 70°C por 15 minutos e estocada a -20°C
até o momento de sua utilizacao.

A transcricdo reversa utilizando a enzima
IMPROM |l procedeu-se da seguinte forma:
1,5uL de RNA foi incubado, como descrito
anteriormente, para desnaturagcdo. Ao
microtubo contendo o RNA foram
adicionados 2uL do oligo LVC 127 e 1,5uL
de H,O UP. Ap6s homogeneizagdo, a
solugdo foi incubada a 70°C por cinco
minutos e em gelo por dois minutos.
Posteriormente, foram adicionados a
solugéo 4uL de tampédo de TR 5X, 2,4uL de
MgCl, (25mM), 1uL de dNTP mix (10mM),
6,6uL de H,O UP e, por ultimo, 1,0uL de
enzima ImPROM Il. A solugdo foi
cuidadosamente homogeneizada e
incubada a 25°C por cinco minutos e a 42°C
por 60 minutos. Para inativagdo da enzima a
solugéo foi incubada a 70°C por 15 minutos
e estocada a -20°C até o momento de sua
utilizacdo para a reacao de PCR.



SUPERSCRIPT™ ImMPROM II
) RNA RNA
Desnaturacdo — l l
95°C/5 min - gelo 95°C/5 min - gelo
| )
Adicéo: Adicao:
dNTP 10mM,; Iniciador antisenso;
oligo antisenso; H,O UP.
H,O UP. i
65°C/5 min .
70°C/5 min
Adicao: l
Pareamento e Tampéo; DTT, Adicéo:
sintese de cDNA— MgCl, 25mM; Tampao; dNTP 10mM;
SUPERSCRIPT. MgCl, 25mM; DTT,
ImMPROM II.
25°C/5 min
y
42°C/60 min
A 4
42°C/60 min
Reacao de ’ ) l
o 70°C/15 min
Terminagao — 70°C/15 min

Figura 2. Fluxograma representativo do protocolo para transcricdo reversa com as enzimas
SUPERSCRIPT™ e IMPROM II.

25



3.10.5. Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR)

Para a PCR foi utilizado o ciclo estabelecido
por Gomes et al. (2005). Inicialmente, foi
utiizada uma amostra clinica de campo
gentilmente cedida pelo LVC — UFMG, como
controle positivo, para a padronizacdo da
PCR. Em seguida, algumas amostras
utiizadas no experimento sabidamente
positivas foram submetidas as provas de
PCR com diferentes concentracbes de
cDNA para determinacdo da sensibilidade
do teste e de um controle positivo. A partir
dai, todas as outras amostras utilizadas no
experimento foram submetidas a PCR de
acordo com as concentragfes estabelecidas
por estas etapas. As reacfes foram
conduzidas acondicionando-se as solucdes
em microtubos livres de RNase e DNase. A
solugéo final, com volume de 25uL possuia
2,5uL de tampao PCR 10X, 0,75uL de
MgCl, (50mM), 0,5uL dNTP mix (10mM),
1,0uL de oligo LVC 126, 1,0uL de oligo LVC
127, 0,25uL de Taq DNA polimerase, e
4,0uL de cDNA. Apés homogeneizacao
cuidadosa a solucao final foi conduzida ao
termociclador Minicycler ™ (PTC-100, MJ.
Research, EUA), conforme o programa
definido por Gomes et al. (2005). O ciclo da
reacdo de PCR utilizado encontra-se na
tabela 4.

Tabela 4 — Programa de amplificacdo
utilizado nas PCRs de parte do gene que
codifica a proteina VP1 do IBDV

Etapas da reacao Parametros
utilizados
Desnaturacao 94°C/15 seg.
Pareamento 57°C/30 min.
Extensao 72°C/1 min.
Numero de ciclos 30
Extensao final 72°C/5 min.

Gomes et al. (2005)
3.10.6. Eletroforese em gel de agarose

Ap6s o ciclo de amplificacdo, a cada 13uL
do produto amplificado foi adicionado 2uL
de tampdo de amostra (Blue/orange 6X
Loading Dye (Promega, EUA)), e
submetidos a eletroforese em gel de
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agarose 1%, em tampéo de corrida TBE 0,5
X (Tris-borato-EDTA). A corrida foi realizada
em TA, com tempo médio de 40 minutos,
em voltagem constante (100 V). ApOs a
corrida, o gel foi corado com brometo de
etidio (0,5uL/mg), por 20 minutos, em
ambiente desprovido de luz, para a
visualizacdo dos fragmentos presentes no
gel de agarose.

Para  visualizacao dos  fragmentos
amplificados, utilizou-se  transiluminador
ultravioleta (254 nm — Pharmacia LKB
MacroVue '™ ., Amersham, EUA), e
fotografado com camera digital (Sony S40),
e filtro laranja n® 15. Um marcador molecular
ladder de 100 pb (INVITROGEN, Life
Technologies, EUA), foi utilizado para
determinacdo do tamanho dos produtos da
PCR em cada corrida.

3.11. Delineamento experimental

Para avaliacdo sorolégica e de biologia
molecular (RT/PCR) o delineamento foi
inteiramente ao acaso com arranjo fatorial
2x3, onde cada ave foi considerada uma
repeticdo. Foram utilizadas 30 repeticdes
por tratamento.

Todos os dados obtidos foram submetidos
inicialmente aos testes de Lilliefor
(normalidade) e Cochram e Bartlett
(homogeneidade), e posteriormente,
submetidos a andlise de varidncia. As
diferencas entre as médias foram
analisadas pelo teste Kruskal-Wallis, Mann-
Witney (para os dados de sorologia) ou »
(para os dados da PCR).

3.12. Desempenho produtivo dos frangos
de corte

Para a avaliagdo do desempenho produtivo
dos frangos de corte foram utilizados 1080
pintos fémeas, distribuidos de acordo com
os tratamentos, sendo um grupo de 30 aves
considerado uma  repeticdo.  Foram
utilizadas seis repeti¢cdes por tratamento.



3.12.1. Parametros avaliados
3.12.1.1 Peso médio (PM):

Todas as aves foram pesadas aos 7, 21 e
40 dias de idade, obtendo-se o peso médio
acumulado, nos periodos citados
(descontando o peso ao alojamento).

3.12.1.2. Consumo de racao (CR):

O consumo de ragédo foi calculado a partir
da quantidade de racdo oferecida na
semana subtraidas as sobras de racdo ao
final da mesma semana (descontando-se o
consumo de aves mortas), sendo 0s
resultados  apresentados de  forma
acumulada.

3.12.1.3. Converséo alimentar (CA):

Obtida através do célculo de consumo
médio de ragdo e do ganho médio de peso
acumulado, em cada fase de criacao.

3.12.1.4. Taxa de mortalidade:

Calculada baseando-se no controle diério
de mortalidade e calculada a porcentagem
em cada fase da criagéo.

3.12.1.5. Taxa de viabilidade (Viab):
Calculada como 100 menos a porcentagem
de aves mortas em cada fase da criacéo,
sendo o valor acumulado, apresentado.

3.13. Delineamento experimental

Para avaliacdo de desempenho produtivo
dos frangos de corte o delineamento
utilizado foi inteiramente ao acaso com
arranjo fatorial 2x3, sendo dois niveis de
vacinacdo de matriz (vacinadas e néao
vacinadas com vacina oleosa as 18
semanas de idade) e trés idades e vias de
vacinacao dos pintos (in ovo, no primeiro dia
SC e no 15° dia de vida via agua de bebida).
Foram utilizadas seis repeticées contendo
30 aves para cada tratamento.

Os resultados obtidos foram submetidos
inicialmente  aos testes de Lilliefor
(normalidade) e Cochram e Bartlett
(homogeneidade), e posteriormente

submetidos a andlise de varidncia. As
diferengcas entre as médias foram
analisadas pelo teste Student-Newman-
Keuls (SNK) ou Fisher, para dados de
distribuicdo normal, ou pelo teste de
Kruskal-Wallis, para dados nao normais
(viabilidade).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Resposta soroldgica

Os resultados de titulos médios de
anticorpos das matrizes no momento da
coleta dos ovos, e dos pintos, 24 horas apés
o] nascimento, no teste de
soroneutralizagéo, encontram-se nas
tabelas 5 e 6, respectivamente.

Tabela 5 — Titulo médio de anticorpos
neutralizantes das matrizes no momento de
coleta dos ovos

Matrizes Titulos médios
Vacinadas 11434 A
Nao vacinadas 810 B

Médias seguidas de letras desiguais mailusculas
diferem entre si pelo teste Mann-Whitney
(p<0,05).

Podemos observar na tabela 5 que os
titulos médios de anticorpos para DG no
teste do soroneutralizagdo, no momento da
coleta de ovos, das matrizes vacinadas as
18 semanas com vacina oleosa foram
superiores (p<0,05) aos titulos médios de
matrizes ndo vacinadas. Estes resultados
estdo de acordo com os encontrados por
Wood et al. (1983) e Van der Berg e
Meulemans (1991) em que matrizes
vacinadas com vacinas oleosas no periodo
pré-postura, tiveram titulos de anticorpos
superiores (p<0,05) aos de matrizes que
receberam apenas vacinas vivas durante a
fase de recria. Estes resultados sugerem
gue matrizes que recebem vacinacao oleosa
por volta da 18% semana, podem produzir
pintos com altos titulos de anticorpos
passivos (acima de 1500 no teste de
soroneutralizagdo) para DG no momento do
nascimento.
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Tabela 6 — Titulo médio de anticorpos
neutralizantes dos pintos 24 horas apés o
nascimento
Pintos Titulos médios
Descendentes de 16816 A
matrizes vacinadas
Descendentes de 547 B
matrizes nao vacinadas

Médias seguidas de letras desiguais mailusculas
diferem entre si pelo teste Mann-whitney
(p<0,05).

Na tabela 6 observa-se que os titulos
médios de anticorpos passivos para DG no
teste de soroneutralizacéo, 24 horas apés o
nascimento, de pintos descendentes de
matrizes vacinadas as 18 semanas de idade

resultados semelhantes quando avaliaram
os titulos de anticorpos ao nascimento, pelo
teste de soro-neutralizacdo, de pintos
descendentes de matrizes vacinadas as 18
semanas com vacina oleosa para DG. Estes
resultados confirmam a hip6tese citada
anteriormente, de que pintos descendentes
de matrizes vacinadas as 18 semanas
possuem altos titulos de anticorpos passivos
para DG no momento do nascimento.

Os resultados dos titulos médios de
anticorpos dos frangos de corte, ao teste de
soroneutralizagdo para o virus da DG aos
10, 25 e 40 dias de idade encontram-se na
tabela 7.

Os resultados de sorologia das aves de um,

com vacina oleosa
titulos médios de pintos
descendentes de matrizes ndo vacinadas.
(2000) encontraram

(p<0,05) aos

Knoblich et

foram superiores

figura 3.

10, 25 e 40 dias de idade de acordo com os
tratamentos, estdo esquematizados na

Tabela 7 — Titulos médios de anticorpos neutralizantes das aves para DG aos 10, 25 e 40 dias
de idade de acordo com os tratamentos

Titulos

Pintos

Vac N vac
Aos 10 dias Vac in ovo 784 A a 206 Ab
Vac 1° dia 841 Aa 111 Ab
Vac 15° dia 1313 Aa 19 Ab
Aos 25 dias Vac in ovo 60ADb 2366 Aa
Vac 1° dia 107A a 2159 AB a
Vac 15° dia 35ADb 1003 B a
Aos 40 dias Vac in ovo 201 Ab 10223 Aa
Vac 1° dia 432 Ab 4799 A a
Vac 15° dia 57Ab 6189 Aa

Médias seguidas de letras desiguais mindsculas na linha e maidsculas na coluna diferem entre si pelo

teste Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Pintos vac. in ovo
18000

Pintos vac. 1° dia
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Idade a sorologia
‘—pintos de matrizes vacinadas —— pintos de amtrizes ndo vacinadas ‘

Figura 3. Titulos médios de anticorpos das aves de 1 a 40 dias de idade, vacinadas para DG in
ovo, no 1° ou no 15° dia de vida, descendentes de matrizes vacinadas ou n&o as 18 semanas

de idade.

Podemos observar na tabela 7 e na figura 3
que aos 10 dias de idade independe da
idade de vacinacdo dos pintos, as aves
descendentes de matrizes vacinadas as 18
semanas apresentaram titulos médios de
anticorpos para DG, no teste de
soroneutralizagdo, superior aos demais
tratamentos (p<0,05). Estes resultados
podem ser explicados pelo fato de que aos
10 dias de idade, aves descendentes de
matrizes vacinadas possuiam titulos de
anticorpos passivos altos (Tab. 7 e Fig. 3),
diferentemente  do grupo de aves
descendentes de matrizes ndo vacinadas.

Corley et al. (2002) encontraram resultados
semelhantes quando avaliaram os titulos
médios de anticorpos, 10 dias pOs-
vacinagdo, com vacina intermediaria, em
aves vacinadas in ovo. Aves com altos
titulos de anticorpos maternais (acima de

2000 no teste de ELISA), quando vacinadas
in ovo, apresentaram perfil de anticorpos
decrescentes.

Knoblich et al. (2000) e Tessari et al. (2000)
avaliaram os titulos médios de anticorpos
em aves vacinadas no primeiro dia de vida,
descendentes de matrizes vacinadas, e
encontraram titulos médios de anticorpos,
no teste soroneutralizacdo, semelhantes
aos titulos de pintos ndo vacinados. Ahmed
e Akhter (2003) e Moraes et al. (2005),
também encontraram resultados
semelhantes, onde pintos descendentes de
matrizes com altos titulos de anticorpos
maternos para DG (acima de 2000 no teste
de ELISA), vacinados no primeiro dia de
vida, apresentaram titulos no teste de ELISA
para DG decrescentes.

29



30



Aos 25 dias de idade, observa-se na tabela
7 que houve interacdo entre vacinacdo ou
ndo da matriz as 18 semanas, e da idade a
vacinacao da progénie. No grupo de aves
descendentes de matrizes ndo vacinadas, a
vacinagao in ovo se mostrou benéfica em
relacdo a vacinagdo no primeiro ou no 15°
dia de vida. Frangos oriundos de matrizes

ndo vacinadas com vacina oleosa
apresentaram melhor soroconversao,
possivelmente por haver menor

neutralizagdo do virus vacinal. Para
matrizes vacinadas, os titulos de anticorpos
passivos mais altos  provavelmente
interferiram na soroconversdo da progénie.
Na figura 3, observamos que pintos de
matrizes vacinadas apresentaram titulos de
anticorpos decrescentes, enguanto que
pintos descendentes de matrizes nao
vacinadas  apresentaram  titulos  de
anticorpos crescentes, aos 25 dias de idade.

Sharma (1985) encontrou resultados
diferentes aos deste experimento, em que
aves com baixos titulos de anticorpos
passivos, vacinadas in ovo, apresentaram
titulos inferiores aos de aves vacinadas ao
nascimento por via subcutanea. Neste
mesmo trabalho, o autor concluiu que
frangos de corte, descendentes de matrizes
vacinadas as 18 semanas, quando
vacinados in ovo, se mostraram mais
protegidos ao desafio com wIBDV, do que
aves vacinadas ao nascimento, mostrando
que a interferéncia dos anticorpos passivos
sobre a vacinacdo é mais intensa no
primeiro dia de vida do que na fase
embrionéaria. Corley et al. (2002) também
detectaram titulos de anticorpos
decrescentes em aves comerciais vacinadas
in ovo com vacina intermediaria (estirpe
2512), demonstrando que aves
descendentes de matrizes vacinadas néo
possuem capacidade de desenvolver
resposta imune humoral devido a
neutralizagdo do virus vacinal pelos
anticorpos passivos.

Van der Berg e Meulemans (1991)
avaliaram os titulos de anticorpos no teste
de soroneutralizagdo em frangos de corte
vacinados aos 14 dias de idade,
descendentes de matrizes vacinadas com
vacina oleosa para DG no periodo pré-

postura (titulos médios de anticorpos de
1500 no teste de soroneutralizacdo), e em
frangos descendentes de matrizes nédo
vacinadas (titulos médios de anticorpos de
28). Em ambas as situacdes os titulos de
anticorpos dos frangos de  corte
apresentaram perfis decrescentes até 40
dias de idade (comportamento semelhante
ao encontrado neste experimento). Neste
mesmo trabalho realizado pelos autores
citados, o desafio das aves, que foram
vacinadas no 14° com vvIBDV aos 38 dias,
mostrou que 0s anticorpos maternos
interferiram na vacinagéo.

Podemos observar na tabela 7 que o grupo
de aves vacinadas in ovo, ou aos 15 dias de
idade, descendentes de matrizes nao
vacinadas, apresentaram melhores titulos
para DG aos 25 dias de idade quando
comparados as aves dos demais
tratamentos, descendentes de matrizes
vacinadas (p<0,05). Podemos observar
ainda na mesma tabela, que a vacinag¢édo no
primeiro dia de vida, na auséncia de
anticorpos passivos, resultou em titulos
semelhantes estatisticamente aos
encontrados no grupo de aves que
receberam vacina no primeiro dia em
presenca de anticorpos. Porém,
numericamente, a diferenca encontrada é
bastante consideravel, uma vez que aves
com titulos médios de anticorpos inferiores a
1000, no teste de ELISA, se mostraram
suscetiveis a doenca causada por vvIBDV
(Tsukamoto et al, 1995). Alan et al. (2002)
encontraram resultados semelhantes, em
gue a vacinagdo precoce de pintos com
altos titulos de anticorpos passivos (média
no teste de ELISA de 6294) ndo resultaram
em resposta imune a vacina, porém, a
vacinacdo de pintos descendentes de
matrizes ndo vacinadas resultou em boa
resposta imune ativa.

Em relac&o as aves vacinadas no 15° dia de
vida, Ahmed e Akhter (2003) encontraram
aumento progressivo nos titulos de
anticorpos de aves vacinadas, via agua de
bebida, com vacina intermediaria (Bursine
2), aos 14 dias de idade, descendentes de
matrizes vacinadas, com posterior protecao
ao desafio realizado aos 29 dias. Estes
resultados  contraditérios podem  ser
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explicados pela provavel diferenca
encontrada nos titulos de anticorpos
passivos no primeiro dia de idade de aves
descendentes de matrizes vacinadas, uma
vez que os titulos de anticorpos maternos
podem variar de acordo com o programa € 0
tipo de vacina utilizada pela empresa
(Wyeth et al., 1981; Alan et al., 2002).

Rauteschlein et al. (2005) encontraram
resultados semelhantes aos do presente
experimento, em que a vacinagdo de aves
aos 14 dias de idade, que possuem altos
titulos de anticorpos maternos (titulos
médios de 10000 no teste de
soroneutralizagao), com vacinas
intermediarias, nao resultou em producéo de
anticorpos no 21° dia de vida. Quando as
aves foram vacinadas com vacina
intermediaria “plus”, também nao houve
soroconversdo, aos 21 dias de idade no
teste de soroneutralizacdo. Ja pintos com
baixos titulos de anticorpos maternos
(abaixo de 100 no  teste de
soroneutralizagdo), vacinados aos 14 dias
de idade, tanto com vacinas intermediarias
guanto com vacinas intermediaria “plus”,
apresentaram aumento significativo de
anticorpos (p<0,05) aos 21 dias de idade
gquando comparadas as aves nao
vacinadas.

A utilizacéo de vacinas contendo estirpes de
patogenicidade elevada (vacinas forte e
intermediaria  “plus”) foi avaliada por
diversos autores (Lucio e Hitchner, 1979;
Muskett et al., 1979; Bolis et al., 2003 e
Rauteschlein et al., 2005), e todos os
trabalhos mostraram que estas vacinas
foram capazes de induzir severas lesbes na
BC, comparaveis as estirpes de campo de
alta viruléncia. Musket et al. (1979)
avaliaram também a persisténcia destas
estirpes vacinais no ambiente de criacao e
concluiram que o uso destas vacinas na
avicultura industrial pode resultar no
aparecimento da DG na sua forma
subclinica, uma vez que altos titulos de
anticorpos maternos ndo foram capazes de
evitar os efeitos prejudiciais dos virus sobre
a BC, mas foram capazes de neutralizar os
virus vacinais utilizados nas vacinacoes.
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Na tabela 7, podemos observar que aos 40
dias de idade o grupo de aves
descendentes de matrizes ndo vacinadas
apresentou titulos superiores (p<0,05) ao
grupo de aves descendentes de matrizes
vacinadas. Notamos também na figura 3
gue aos 40 dias de idade, todos os grupos
de aves descendentes de matrizes néo
vacinadas  apresentaram  titulos  de
anticorpos crescentes, chegando a altos
titulos (acima de 2000) diferentemente do
grupo de aves descendentes de matrizes
vacinadas. Estes resultados demonstram
que o primeiro grupo citado foi capaz de
desenvolver adequada resposta imune
humoral, enquanto que as aves
descendentes de reprodutoras vacinadas
ndo foram. Estes resultados podem ser
explicados pela provavel neutralizacdo do
virus vacinal pelos anticorpos passivos no
momento da vacinagao.

Nagi et al. (1982), Knoblich et al. (2000),
Kumar et al. (2000), Bolis et al. (2003) e
Ahmed et al. (2003) encontraram resultados
semelhantes quando avaliaram os titulos
médios de anticorpos no teste
soroneutralizagdo, de aves vacinadas no
primeiro dia de idade, descendentes de
matrizes vacinadas. Em todos os trabalhos
ndo foram observadas respostas imunes
ativas ap0s 28 dias de idade, confirmando a
hipotese de neutralizagdo do virus vacinal
pelos altos titulos de anticorpos passivos no
momento do nascimento. Naqi et al. (1982)
avaliaram também os titulos de anticorpos
de aves vacinadas no segundo dia de vida
com vacinas intermediarias, descendentes
de matrizes ndo vacinadas, e encontraram
resultados diferentes dos deste
experimento, em que a producdo de
anticorpos destas aves apresentou um perfil
de crescimento muito lento, (mostrando que
mesmo em baixos titulos abaixo de 100 no
teste de soroneutralizacdo), os anticorpos
maternos atrasaram e diminuiram a
producdo de resposta imune humoral nas
aves vacinadas.

Em relacdo a vacinagdo in ovo, O0s
resultados encontrados se assemelham aos
de Coletti et al. (2001), em que os titulos de
anticorpos de aves vacinadas in ovo
descendentes de matrizes vacinadas,



apresentaram perfis decrescentes,
semelhante ao observado neste
experimento, demonstrando que, mesmo a
vacinacao in ovo, quando realizada em aves
com altos titulos de anticorpos passivos
(titulos médios de 3250), tem sua eficcia
comprometida.

Kumar et al. (2000), Bolis et al. (2003) e
Ahmed et al. (2003) observaram que 0s
titulos de aves vacinadas no décimo ou no
14°* dia de vida, com vacinas de
patogenicidade intermediaria, intermediaria
plus ou forte, apresentaram perfil crescente,
chegando a altos titulos aos 42 dias de
idade (acima de 2000). Isto porque os titulos
de anticorpos dos pintos ao nascimento
eram menores numericamente (média de
3500) do que os encontrados neste
experimento.

Ahmed e Akhter (2003) encontraram altos
titulos médios de anticorpos aos 35 dias em
aves vacinadas aos 14 dias de idade,
descendentes de matrizes vacinadas,
diferentemente  do encontrado neste
experimento. Porém, aves vacinadas no
primeiro dia de vida, descendentes de
matrizes vacinadas, ndo se mostraram
protegidas frente ao desafio realizado aos

16 dias, mostrando que a vacina utilizada no
primeiro dia, quando aplicada em presenca
de altos titulos de anticorpos passivos, tem
sua eficacia comprometida.

4.2. Provas moleculares (RT/PCR)

O RNA obtido através do método de
extracdo pelo Trizol foi realizado com
sucesso, confirmado pelos resultados finais
de RT/PCR visualizados no gel de agarose
a 1% corado com brometo de etidio. Os
resultados obtidos na PCR com
amplificacéo especifica esperada
(588pb/VP1) confirmam a realizagdo com
éxito da transcri¢do reversa com o protocolo
utiizado. A PCR permitiu a deteccdo de
parte do gene que codifica para proteina
VP1 do IBDV, nas amostras de BC das aves
vacinadas com a estirpe S 706. A PCR
realizada com o intuito de obter um
segmento de 588 pb da regido parcial do
gene que codifica para a proteina VP1, foi
realizada com sucesso. Utilizando o gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio,
ou o gel de poliacrilamida a 6% corado pela
prata foi possivel visualizar o segmento da
amplificacdo das amostras de BC,
visualizados nas figuras 4 e 5,
respectivamente.
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Figura 4: Analise do gel de agarose 1% corado com brometo de etidio contendo os produtos da
RT/PCR (segmento do gene VP1 do IBDV (588 pb)) obtidos das amostras testadas. Canaleta
1: padrdo de tamanho molecular ladder 100 pb; canaleta 2: amostra E13 (controle positivo);
canaleta 3: amostra E14, canaleta 4: amostra E16; canaleta 5. amostra E18; canaleta 6:
amostra E20; canaleta 7: amostra E21; canaleta 8: controle negativo.
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Figura 5: Andlise do gel de poliacrilamida 6% corado pela prata contendo os produtos da
RT/PCR (segmento do gene VP1 do IBDV (588 pb)) obtidos das amostras testadas. Canaleta
1: padrdo de tamanho molecular ladder 100 pb; canaleta 2: amostra E13 (controle positivo);
canaleta 3: amostra E17, canaleta 4: amostra E19; canaleta 5. amostra E22; canaleta 6:
amostra E25; canaleta 7: controle negativo.
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Né&o foi possivel detectar o genoma do IBDV
em todos os materiais coletados de aves-
controle (dez aves), confirmando a auséncia
do virus no ambiente de criagdo durante a
fase experimental, no periodo pré-
vacinagao. Demonstrou-se também que néo
houve escape do virus vacinal do galpédo 2
(local de alojamento das aves vacinadas
apenas no incubatério) para o galpdo 1
(local de alojamento das aves vacinadas
apenas aos 15 dias de idade).

4.2.1. Resultados das provas de RT/PCR
de acordo com os tratamentos

Os resultados referentes as provas de
RT/PCR realizadas 96 horas apdés a
vacinagcdo de acordo com os tratamentos,
encontram-se na tabela 8.

Tabela 8 — Resultados da RT/PCR de acordo com os tratamentos

Matriz
Pintos N vac Vac
Pos (esperado)* Neg Pos (esperado)* Neg
Vac in ovo 27 (22,0) Aa 17 (22,0) Aa 12
Vac 1° dia 26 (18,5 Aa 11 (18,5)AB b 19
Vac 15° dia 23 (145 Aa 6 (14,5 Bb 21

*Numero de animais positivos (freqiiéncia esperada)

Médias seguidas de letras desiguais mindsculas na linha e maidsculas na coluna diferem entre si pelo

teste x* (p<0,05);

Podemos observar na tabela 8 que o
nidmero de aves positivas na PCR,
descendentes de matrizes ndo vacinadas,
foram maiores em relacdo ao de aves
descendentes de matrizes vacinadas
(p<0,05), com excec¢édo da vacinagao in ovo.
Estes resultados podem ser explicados pela
provavel neutralizagdo do virus vacinal
pelos anticorpos passivos no grupo de aves
vacinadas com um ou 15 dias de idade,
descendentes de matrizes vacinadas.
Dentro do grupo de aves descendentes de
matrizes vacinadas, a vacinacao in ovo se
mostrou mais eficaz do que os demais
tratamentos  (p<0,05). Este resultado
provavelmente ocorreu porque a vacinagao
in ovo foi aplicada aos 18 dias de
incubacao, fase em que os embrifes ainda
ndo absorveram todo o conteudo do saco
vitelino, e, consequentemente, possuiam
menores titulos de anticorpos passivos na
circulagdo sanguinea, no momento da
vacinacdo, do que as aves dos demais
tratamentos.

Knoblich et al. (2000) encontraram
resultados diferentes ao deste experimento.
Os autores ndo conseguiram detectar,
através do exame de RT/PCR, utilizando

iniciadores que codificam para a proteina
VP2 do IBDV, o genoma viral apés a
vacinacdo com um dia de vida em aves
descendentes de matrizes vacinadas as 18
semanas.

Coletti et al. (2001) e Corley et al. (2002)
encontraram resultados semelhantes em
relacdo a deteccao da infeccdo vacinal pelo
RT/PCR, utilizando, porém, iniciadores que
codificam para a proteina VP2 do IBDV,
quatro dias apés a vacinacao in ovo para
IBDV, em aves descendentes de matrizes
vacinadas (aves comerciais) e de matrizes
nao vacinadas (aves SPF).

4.3. Desempenho
frangos de corte

produtivo dos

4.3.1. Desempenho dos pintos de corte no
periodo de um a sete dias de idade

Os resultados referentes ao consumo de
racdo, peso meédio, conversdo alimentar e
viabilidade média dos pintos no periodo de
um a sete dias de idade encontram-se na
tabela 9.
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Tabela 9 — Desempenho dos pintos de corte de um a sete dias de idade de acordo com os

tratamentos
Variavel Pintos Matriz Média CcVv
Vac N vac
CR (g9) Vac in ovo 143 129 136
Vac 1° dia 132 124 128 9,40
Vac 15° dia 130 125 127
Média 135 126
PM (g) Vac in ovo 128 115 121 A
Vac 1° dia 118 112 115 A 7,06
Vac 15° dia 117 112 117 A
Média 121 a 114 b
CA (g/9) Vac in ovo 1,123 1,119 1,121
Vac 1° dia 1,112 1,103 1,113 4,10
Vac 15° dia 1,103 1,074 1,088
Média 1,116 1,099
Vac in ovo 99,33 98,88 99,11
Viab (%) Vac 1° dia 100,00 98,33 99,17 -
Vac 15° dia 99,33 98,64 98,99
Média 99,55 98,62

Letras desiguais minUsculas na mesma linha e mailsculas na coluna diferem entre si (p<0,05) pelo SNK

ou pelo teste Kruskal-Wallis (viabilidade).

Conforme demonstrado na tabela 9,
observamos que as vacinac¢des in ovo, no
primeiro ou aos 15 dias, ndo afetaram o
consumo de ragdo, a conversdo alimentar e
a viabilidade média dos pintos no periodo
de um a sete de idade, em progénies de
matrizes vacinadas ou ndo as 18 semanas.

Notamos na tabela 9 que os pintos
descendentes de matrizes vacinadas
apresentaram peso meédio aos 7 dias de
idade superior aos dos demais tratamentos
(p<0,05). Este resultado provavelmente
ocorreu devido ao fato de que os pintos
descendentes de matrizes vacinadas
possuiam titulos de anticorpos passivos
suficientes para neutralizar provaveis efeitos
prejudiciais do virus vacinal (aplicado in ovo
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ou no primeiro dia de vida) sobre o ganho
de peso dos pintos.

A vacinacao in ovo ou no primeiro dia para
DG nédo afetou negativamente a viabilidade
média dos pintos de corte no periodo de um
a sete dias (Tab. 9). Estes resultados se
assemelham aos encontrados Gagic et al.
(1999).

4.3.2. Desempenho das aves no periodo de
um a 21 dias de idade

Os resultados de consumo médio total de
racdo, peso meédio, conversdo alimentar e
viabilidade média das aves no periodo de
um a 21 dias de idade encontram-se na
tabela 10.



Tabela 10 — Desempenho das aves de um a 21 dias de idade de acordo com os tratamentos

Variavel Pintos Matriz Média CcVv
Vac N vac
CR (g9) Vac in ovo 1107 1093 1100 A
Vac 1° dia 1116 1093 1104 A 3,84
Vac 15° dia 1065 1031 1048 B
Média 1095 a 1072 a
PM (g) Vac in ovo 803 770 787 A
Vac 1° dia 787 761 774 AB 3,32
Vac 15° dia 766 749 757 B
Média 785 a 760 b
CA (g/9) Vac in ovo 1,379 Aa 1,418Bb 1,399
Vac 1° dia 1,418 Aa 1,435B a 1,427 1,96
Vac 15° dia 1,390 Aa 1,364 Aa 1,377
Média 1,396 1,406
Vac in ovo 99,33 96,99 98,16
Viab (%) Vac 1° dia 100,00 98,33 99,17 -
Vac 15° dia 97,33 97,98 97,66
Média 98,89 97,77

Letras desiguais minUsculas na mesma linha e mailsculas na coluna diferem entre si (p<0,05) pelo SNK

ou pelo teste Kruskal-Wallis (viabilidade).

De acordo com os resultados apresentados
na tabela 10, podemos observar que pintos
vacinados in ovo ou no primeiro dia de
idade, independentemente da vacinagcédo ou
ndo da matriz as 18 semanas, apresentaram
maior consumo de ragdo de um a 21 dias de
idade do que as aves dos demais
tratamentos (p<0,05). A infeccdo com o
virus vacinal aos 15 dias pode ter
prejudicado o consumo de racdo destas
aves neste periodo. As infecgdes vacinais
resultam em perdas percentuais de
desempenho também com outras vacinas
vivas, como,por exemplo, vacinas contra
bronquite infecciosa das galinhas (Talebi et
al., 2005).

Notamos também que os  pintos
descendentes de matrizes vacinadas as 18
semanas apresentaram maior peso médio
do que os demais tratamentos,
independente da idade ou do método de

vacinacdo (p<0,05). Em relacdo as
progénies de matrizes vacinadas, o
desempenho melhor parece estar

relacionado a maior protecao passiva, talvez
controlando especificamente a infec¢éo pelo
virus vacinal. Porém, pintos vacinados in
ovo apresentaram maior peso médio aos 21
dias de idade quando comparados aos
pintos vacinados aos 15 dias, independente

da vacinagdo ou ndo da matriz as 18
semanas de idade. Estes resultados indicam
qgue aos 21 dias de idade, a vacinacao de
pintos com 15 dias pode afetar
negativamente o ganho de peso, e
consequentemente o peso médio aos 21
dias, podendo estar relacionado a uma
maior repercussédo da infeccao vacinal.

Em relacdo a converséo alimentar das aves
de um a 21 dias de idade foi encontrado
efeito de interacdo, vacinagdo ou ndo da
matriz, e da idade a vacinagao da progénie
(Tabela 10). A ndo vacinacdo da matriz as
18 semanas prejudicou a conversao
alimentar do grupo de pintos vacinados in
ovo (p<0,05). Para a progénie de matrizes
ndo vacinadas as 18 semanas, 0s pintos
vacinados aos 15 dias apresentaram
melhores taxas de conversdo alimentar do
que as aves dos demais tratamentos
(p<0,05).

Podemos observar na tabela 10 que nao
foram encontradas diferencas significativas
para viabilidade média das aves no periodo
de um a 21 dias de idade, indicando que a
vacinacdo ou ndo da matriz e a idade de
vacinacdo dos pintos ndo influenciaram a
taxa de viabilidade das aves no periodo
analisado. Estes resultados s&@o diferentes
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dos encontrados por Giambrone et al.
(2001) que demonstrou que aves SPF
apresentaram taxa de viabilidade aos 21
dias, inferior a das aves comerciais (com
altos titulos de anticorpos passivos) quando
vacinadas aos 18 dias de incubagdo com
vacinas intermediarias para DG.
Provavelmente, porque as aves SPF sao
mais sensiveis a infeccdo pelo virus do que
frangos de corte.

4.3.3. Desempenho dos frangos no periodo
de um a 40 dias de idade

Os resultados de consumo médio total de
racdo, peso meédio, conversdo alimentar e
viabilidade média dos frangos no periodo de
um a 40 dias de idade encontram-se na
tabela 11.

Tabela 11 — Desempenho dos frangos de um a 40 dias de idade de acordo com os tratamentos

Variavel Pintos Matriz Média CVv
Vac N vac

CR (g9) Vac in ovo 3867 3785 3827 A
Vac 1° dia 3812 3795 3804 A 2,47
Vac 15° dia 3706 3690 3698 B
Média 3795 a 3757 a

PM (g) Vac in ovo 2306 2259 2283
Vac 1° dia 2280 2247 2264 2,42
Vac 15° dia 2244 2247 2246
Média 2276 2251

CA (9/9) Vac in ovo 1,678 1,676 1,677B
Vac 1° dia 1,672 1,689 1,681 B 1,60
Vac 15° dia 1,651 1,642 1,647 A
Média 1,667 a 1,669 a
Vac in ovo 98,00 96,66 97,33

Viab (%) Vac 1° dia 99,44 97,50 98,47 -
Vac 15° dia 97,33 97,97 97,65
Média 98,26 97,98

Letras desiguais minUsculas na mesma linha e mailsculas na coluna diferem entre si (p<0,05) pelo SNK

ou pelo teste Kruskal-Wallis (viabilidade).

Na tabela 11 pode-se observar que,
independente da vacinacdo ou ndo da
matriz as 18 semanas de idade, pintos
vacinados in ovo ou no primeiro dia de vida
apresentaram maior consumo de racdo do
que as aves dos demais tratamentos
(p<0,05). Segundo Hair-Bejo et al. (2004) é
possivel haver um ganho de peso
compensatério em pintos de corte
prejudicados em seu desempenho produtivo
pela vacinacdo no primeiro dia de vida com
vacinas intermediarias para DG.

Podemos notar na tabela 11 que o grupo de
aves vacinado aos 15 dias de idade para
DG apresentou melhor de conversao
alimentar do que os frangos dos demais
tratamentos (p<0,05). Como as aves
vacinadas aos 15 dias apresentaram menor
consumo de racdo (p<0,05) e peso médio
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das aves dos demais tratamentos, uma
melhor taxa de conversdo alimentar é
esperada.

Independente da vacinacdo ou ndo da
matriz com vacina oleosa, a idade a
vacinacdo da progénie ndo afetou a
viabilidade e o peso médio aos 40 dias de
idade (Tab. 11). Estes resultados diferem
dos encontrados por Sahar et al. (2004),
que avaliaram o efeito da vacinagdo com
estirpe de patogenicidade intermediaria aos
14 dias de idade em frangos de corte com
altos titulos de anticorpos maternos e
encontraram  efeitos  prejudiciais  da
vacinacdo sobre o ganho de peso dos
frangos aos 42 dias de idade.



5. CONCLUSOES

A vacinacdo de matrizes de corte (32
semanas de idade) no periodo pré-postura,
com vacinas oleosas para DG influencia
negativamente a conversado sorolégica das
progénies vacinadas in ovo, no primeiro dia
(SC) ou aos 15 dias de idade via agua de
bebida. Nas condi¢cdes em que foi realizado
este experimento, ou seja, com adequada
biosseguranga, a vacinacdo oleosa das
reprodutoras de corte para DG pode ser
eliminada da rotina das granjas com objetivo
de promover melhor resposta imune ativa,
decorrentes de vacinacdes na progénie.

A vacinagdo in ovo ou no primeiro dia de
vida, em aves descendentes de matrizes
vacinadas ou ndo vacinadas com vacina
oleosa para DG as 18 semanas de idade,
ndo afeta o consumo de racdo, 0 peso
médio, a conversdo alimentar e a viabilidade
de frangos de corte fémeas aos 40 dias de
idade.
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