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RESUMO

Uma vez que o conhecimento do perfil sorolégico do Virus da anemia Infecciosa das Galinhas
e da presenca do virus na progénie em lotes de matrizes pesadas sao essenciais para o
delineamento de estratégias de controle da doenga, foi realizado um estudo de distribuicao de
anticorpos por idade em uma granja situada no Estado de Minas Gerais. Soro de aves matrizes
pesadas em diferentes fases do ciclo de producdo foram coletadas e testadas por ELISA
competitivo. Logo apods o término da coleta dos soros, as aves foram separadas em
compartimentos situados no final de cada galpdo e os ovos postos por elas foram coletados,
marcados e incubados. Apos 20 dias de incubagdo, esses ovos foram retirados e levados para
o laboratério, onde macerados de conteldo abdominal dos embrides foram analisados em
forma de pools de seis ovos por lote através de Nested-PCR. Foram avaliados os principais
indices zootécnicos da progénie destes lotes de matrizes em clientes criadores de pintos de um
dia. Em lotes de matrizes pesadas, com 97,22 a 100% de animais soropositivos e
soroprotetores para o VAIG através do ELISA, nao houve transmissao de virus para a progénie
testada. A soroconvers@o, na granja testada, ocorreu pela infec¢cdo natural das aves com o
virus, antes do inicio de postura em mais de 90% dos animais testados, ocorrendo
provavelmente entre 12 a 15 semanas, demonstrado pelo inicio da deteccao de animais
soropositivos as 17 semanas de idade.

Palavras-chave: matrizes pesadas, Anemia Infecciosa das Galinhas, Virus da Anemia
Infecciosa das Galinhas, anticorpos, ELISA, “Nested-PCR".

ABSTRACT

The epidemiological study of the chicken infectious anemia virus (CIAV) must include the
evaluation of breeders and their progeny. For broiler breeders, in particular, it is essential that
this knowledge will enable the adoption of flock management strategies to result in economical
benefit. This study describes the evaluation of a broiler breeder enterprise in the State of Minas
Gerais, Brazil, in view of the importance of CIAV for the ideal health and productivity. Serum
and embryonic samples were obtained for ELISA and PCR analyses. The same hens sampled
for serum were separated for egg incubation and embryonic sampling. The abdominal organs of
embryos at 20 days of incubation were collected for nested-PCR in pools of 6 embryos per
flock. Production data of the progeny broilers of these breeders were obtained for analysis.
Relating to antibody detection and its association to CIAV genome in embryos, results have
shown that flock reactivity levels above 97,22% reflected in zero transmission to the embryo, as
determined by PCR. Antibody occurrence is due to natural challenge before sexual maturity in
more than 90% of tested flocks. Challenge is believed to have occurred between weeks 12 to
15 of age, as antibodies were detected from 17 weeks of age onwards. Evaluated flocks have
apparently been under natural challenge that enabled serum conversion as detected from week
17 of age. Such condition has ensured protection to the breeders and their progeny, as such
breeder will not transmit CIAV vertically and passive antibodies will be protective to early
horizontal challenge. Production data are corroborative of sera and PCR results.

Keywords: Broiler breeders, Chicken infectious anemia virus, CIAV, antibody, ELISA, nested-
PCR.
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1. INTRODUGAO

A importancia econdmica e social da
avicultura brasileira coloca o setor em
evidéncia nos ambitos nacional e
internacional. Atualmente, o Brasil € o
segundo maior exportador mundial de carne
de frango e no mercado interno o consumo
é de 33,9 Kg de came de frango e de 130
ovos por habitante/ano. Em 2004 o
consumo total de carne de frango foi de
6.069 toneladas, com uma producao de
8.494 toneladas (UBA, 2004).

Em 1979, Yuasa et al. (1979a) descreveram
o isolamento no Japao de um agente
filtravel e transmissivel em pintos livres de
patégenos especificados (SPF) de um dia
de idade, inoculados com material de
campo, o qual denominaram “Chicken
Anemia Agent* - CAA (agente da anemia
das galinhas). O CAA causou em aves
jovens uma doenca caracterizada por
aumento da mortalidade, anemia associada
com aplasia de medula 6ssea, hemorragias
subcutaneas e intramusculares e
generalizada atrofia de orgaos linféides. A
marcada lesao de tecidos linféides sugeria a
importancia deste agente como causa de
uma doenga imunosupressora em aves.

Analises morfolégicas subseqlientes em
microscopia eletrénica caracterizaram-no
como um pequeno virus de DNA circular
nao envelopado e a denominac¢do de agente
foi entao, substituida por Virus da Anemia
Infecciosa das Galinhas (VAIG) (Brentano,
2000).

Na Suécia, esta doenca ja era conhecida
desde 1972 e os criadores a chamaram de
“doenga da asa azul” (Engstrom e Luthman,
1984). Nos anos 80, surtos multiplos e
intensos de dermatite gangrenosa e anemia
aplastica afetaram a industria de frango de
corte na Alemanha. Observacoes
epidemiologicas indicavam uma associa¢ao
proxima desta nova doenga com os lotes de
reprodutoras, situacdo similar a ocorrida
com a encefalomielite aviaria em 1960/61.

O agente da anemia foi, entdo, isolado na
Alemanha (Bullow et al. ,1996, citado por

Brentano et al. 1991), na Suécia (Engstrom

e Luthman., 1988), nos Estados UnidoP- UrMo

(Rosenberger e Cloud,1989a), Reino Unido
(McNulty et al.,, 1988), e em 1990 na
Austrélia e no Brasil (Brentano et al., 1991).
A partir de entao, inumeros relatos do
diagndstico do VAIG foram feitos em
diversos paises e atualmente, &
reconhecido como um virus
imunossupressor distribuido mundialmente
e economicamente importante em paises
com avicultura intensiva.

QO trabalho realizado por Yuasa et al.
(1983b), permitiu-lhe  estabelecer a
dificuldade de se cultivar esse agente na
maioria dos cultivos celulares, a nao ser em
algumas linhas de células linféides MDCC-
MSB1 derivadas de tumor de Marek, que
crescem em suspensao e nao formam
monocamadas aderentes. A disponibilidade
de células MSB-1 infectadas com VAIG
tornou possivel a purificacdo de virus dos
sobrenadantes de culturas de ceélulas
infectadas para uso como antigeno, assim
como a detecgdo de anticorpos anti-VAIG
no soro de aves ou na gema do ovo por
testes de imunofluorescéncia indireta
(Bullow e Schat, 1997). Quando cultivado
nestas células, o VAIG causa um efeito
citopatico caracterizado pelo aumento do
tamanho e refratabilidade celular, formacao
de grumos e morte celular. As células
MDCC-MSBH1 infectadas  pelo  VAIG
produzem baixos titulos, em torno de 10° a
10° TCID50/0,1 ml. (Yuasa, 1983a).

As galinhas sdo o unico hospedeiro natural
conhecido do virus (Pope, 1991). Anticorpos
contra VAIG nao foram encontrados em um
pequeno levantamento feito no soro de
patos e de perus no Reino Unido (McNulty
et al., 1988). Perus com um dia de idade
inoculados via intramuscular com o VAIG
nao mostraram sinais clinicos de anemia e
nem desenvolveram anticorpos para o virus.
Nao ha evidéncias de que o virus infecte e
cause doenga na espécie humana, nao
constituindo o VAIG, portanto, riscos a
saude publica e alimentar.

Pesquisas sorologicas tem demonstrado

alta prevaléncia de anticorpos em galinhas
mais velhas, tanto em matrizes leves quanto
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em matrizes pesadas. Além disso, a
progénie de matrizes imunes
freqlientemente desenvolve anticorpos para
VAIG ativamente adquiridos, quando
examinados no abate (Yuasa et al., 1980;
McNulty et al., 1988; Rosenberger e Cloud,
1989a; Lucio et al., 1990). Segundo McNulty
et al. (1988), estes anticorpos foram
detectados no soro coletado no momento do
abate de 7 entre 13 lotes de frangos no
Reino Unido e em 15 entre 23 lotes no
Canada. Estes anticorpos sao
predominantemente devido a infec¢oes
adquiridas de forma horizontal, originadas
de virus remanescentes de lotes
anteriormente criados nesses mesmos
galpoes, através de contato com aves que
foram infectadas verticalmente e estavam
excretando o virus, ou através da introdugao
de virus por fatores externos.

Pesquisas da soroprevaléncia do virus por
diferentes métodos sorologicos, foram
demonstrados em diversos trabalhos.
McNulty et al. (1989a), demonstraram que
100% dos lotes testados em trés estados de
alta importancia na produgao avicola nos
EUA tinham animais positivos na sorologia
para uma amostra comprovadamente
pertencente ao mesmo sorotipo dos
isolados Cux-1 e Gifu-1 de VAIG, variando o
percentual de positividade em cada lote
testado de 40% a 100%.

Na década de 80, anticorpos contra VAIG
foram detectados em muitos lotes de aves
SPF (Yuasa et al., 1980; McNulty et al,
1989b). Em 1994, alguns autores alemaes
relataram a presenca de anticorpos em aves
SPF, testadas por imunofluorescéncia,
independentemente do lote, idade e linha
genética. O mais estranho deste caso, &
que as aves eram soronegativas para os
outros virus analisados (leucose aviaria,
doenga de Marek, Reovirus, Adenovirus e
doenca de  Gumboro), Mycoplasma
gallisepticum, M.synoviae e Salmonela
pullorum. A transmissao vertical do VAIG
em lotes destinados a produgao de
imunobiologicos deve ter garantido por
muitos anos a disseminacdao do mesmo em
vacinas vivas (Yuasa et al.,, 1983b). A
realidade atual € diferente e estao
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disponiveis varios métodos para o controle
de qualidade destes lotes SPF.

Até o ano de 1989, a AIG havia sido
identificada em diversos paises, alertando
para a necessidade de investigacao de sua
presenca no Brasil. Com a colaboragao da
agroindustria, Brentano (2000), testou aves
comerciais em linhas de corte no sul do
Brasil e em Sao Paulo, com quadros clinicos
compativeis com anemia, tais como: lotes
de frangos de trés a seis semanas de idade
com histérico de grande desuniformidade,
palidez de carcacas, medula d6ssea rosea a
amarelada (aplasia de medula) e variados
graus de atrofia de timo. Em alguns casos
havia perdas econdmicas significativas
também devido a condenacoes de carcacgas
por hemorragias musculares associadas ou
nao a dermatite conhecida como “sindrome
anemia e dermatite”, caracteristica de surtos
de VAIG descritos em alguns paises. Foi
desenvolvida entao, pela EMBRAPA
SUINOS E AVES -SC, uma metodologia
para o isolamento e identificagcao sorolégica
por ELISA do VAIG com anticorpo
monoclonal especifico, o que resultou nos
primeiros relatos da presenga do virus da
anemia no Brasil.

Foi feito um levantamento soroloégico em
1999, com amostragem significativa das
matrizes de corte do pais, englobando
Estados com producao comercial intensiva
(RS, SC, PR, SP, MG, PE, PB e CE),
mostrando que 92% das matrizes pesadas
testadas apresentavam anticorpos contra o
VAIG e portanto, indicando que o virus é
altamente prevalente e amplamente
distribuido no Brasil (Brentano et al., 2000).
Segundo este trabalho, lotes de 18 a 24
semanas, apresentam maior
desuniformidade no numero de aves
positivas e negativas e variacoes maiores
nos niveis de anticorpos. Estes dados
sugerem uma progressiva disseminagao do
virus, apontando casos em ocorréncia em
lotes de matrizes ainda nao adequadamente
imunes contra o VAIG, no periodo anterior a
fase de postura (Brentano et al., 2000).




2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo detectar
aspectos da transmissao do virus da anemia
infecciosa das galinhas durante a fase de
postura em matrizes pesadas através da
técnica PCR e estudar o perfil sorolégico
destas matrizes através da técnica de
ELISA.

2.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo
foram:

1. Avaliar o perfil soroldgico do VAIG em
matrizes pesadas em diferentes fases de
recria e producao.

2. Verificar a transmissao vertical do VAIG
na progénie de matrizes pesadas em
diferentes faixas etarias.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Anemia Infecciosa das Galinhas
3.1.1. Etiologia

O VAIG tem apenas 25 nandmetros de
diametro, possui morfologia icosaédrica,
sem envelope e é purificado em gradiente
de cloreto de césio a uma densidade de
1,35 a 1,36 g/cm3 (Brentano, 1999). Seu
genoma consiste de DNA circular de fita
simples de cerca de 2,3 kilobases (2300
nucleotideos), que se multiplica em células
infectadas, via uma forma replicativa
intermediaria de DNA de fita dupla
(Gelderblom, et al. citado por Brentano,
1999). Esta estrutura de genoma, morfologia
e tamanho da particula do VAIG séo
COMUNS a0s Circovirus, como O Circovirus
suino e o virus de bico e penas de
psitacideos, incluindo o] VAIG
provisoriamente junto a estes virus na
familia Circoviridae (Brentano, 2000). Em
literaturas mais recentes foi agrupado como

um virus da familia Circoviridae, género
Gyrovirus, sendo até o momento o unico
agente neste grupo (Pringle, 1999, citado
por Todd, 2000, p.374).

O DNA replicativo intermediario do VAIG
apresenta trés ORFs (“open reading
frames”) sobrepostas, as quais codificam
trés proteinas virais: VP1 (51,6 kDa), VP2
(24kDa) e VP3 (13,6 kDa). A analise da
composicao de proteinas presentes nas
particulas virais purificadas por eletroforese
e imunoprecipitacdo mostra apenas a
proteina maior VP1, sugerindo ser esta a
unica proteina estrutural que compoe o
capsideo do virus. As proteinas VP2 e VP3
sao detectadas apenas em células
infectadas, mas ndo na particula viral
purificada, devendo, portanto, ser
sintetizadas durante o curso de replicacao
do virus na célula, e nao incorporadas nas
particulas virais maduras. (Todd et al., 1992;
Brentano, 2000).

A proteina VP1 é responsavel pela
adsorcao e penetragdao viral, sendo
importante na inducdao de anticorpos
neutralizantes protetores. Quanto a proteina
VP2, presume-se que a sua presenca seja
condigao necessaria ao desenvolvimento de
anticorpos neutralizantes ao associar-se a
VP1 no processo de maturagao do virus na
célula infectada e, portanto, determine a sua
conformagao ou participe na apresentacao
de epitopos de VP1 para o sistema imune.
Ja a proteina VP3 seria responsavel pela
indugao de apoptose celular (Noteborn et al.
citado por Brentano et al., 2000).

O VAIG é altamente resistente a inativagcao
quimica e ao calor, o que lhe confere a
capacidade de persistir no ambiente. O virus
resiste ao éter, cloroférmio, acetona a 90%
por 24 horas, fenol a 5%, desinfetantes a
base de ortodiclorobenzeno, detergentes
quaternarios de aménio 5% e em pH3 por
trés horas (McNulty, 1991; Bullow e Schat,
1997). Resiste também, & fumigacao por 24
horas com formaldeido ou oxido de etileno e
ao calor de 56°C ou 70°C por 1 hora. O
virus é parcialmente resistente a 80°C por
30 minutos, mas completamente inativado
por calor de 100°C por 15 minutos (Goryo et
al., 1985). O VAIG é inativado com fenol a
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50% por cinco minutos, por iodo e
hipoclorito de sodio em concentragdes de
pelo menos 10% por duas horas a 37°C,
mas nao nas concentragoes usuais de 2%.
Para seguranga do laboratério, a
autoclavagem de todo material contaminado
(6rgaos, vidrarias, etc.) por 35 minutos, ou
altas concentragoes de hipoclorito de sddio
em estufa, podem ser utlizadas para
inativar o VAIG. Contudo, a eliminagdo do
virus em granjas é considerada dificil e
também cara, devido as altas concentracoes
necessarias de agentes quimicos para uma
efetiva inativagao (Brentano, 2000).

O VAIG pode ser propagado em cultura de
células, embrides de galinhas e em pintos
de 1 dia de idade. A propagacao do VAIG
em embrides de galinha, apods inoculagao
via saco da gema aos cinco dias de
incubacao, resultou em altos titulos virais de
todas as partes do embriao coletados aos
14 dias (Bulow et al., 1997). Pintos de
embrides inoculados com VAIG via saco da
gema eclodiram normalmente, mas
apresentaram quadro de anemia sete dias
mais tarde e morreram entre 10 e 15 dias de
idade (Yuasa et al., 1983c).

Pintos inoculados com um dia de idade
desenvolveram anemia e lesdes nos tecidos
linféides e medula dssea. A mortalidade
ocorre entre 12 e 28 dias pos inoculagao e
normalmente € baixa, raramente excedendo
a 30%. A habilidade de produzir anemia
experimentalmente esta diretamente
relacionada a dose de virus inoculada.
(Yuasa et al., 1979b; Rosenberger e Cloud,
1989Db).

3.1.2. A Doenga

A anemia infecciosa das galinhas € uma
doenca de aves jovens, caracterizada por
marcada anemia, aplasia de medula dssea,
mortalidade variavel, atrofia generalizada de
orgaos linféides, retardo no crescimento e
imunossupressao. Surtos da doenca sao
observados principalmente em lotes de duas
a cinco semanas de idade, causando
significativo impacto na producao (Brentano,
2000). Pintos com um dia de idade, sem
anticorpos maternais, inoculados por via
intramuscular com VAIG desenvolveram
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uma sindrome entre 10 e 14 dias de idade,
caracterizada por anemia aplastica, redugao
dos valores de hematdcrito para menos de
27% (o normal seria 35-36%), atrofia linfoide
generalizada envolvendo todos os tecidos
hematopoiéticos e linféides, hemorragias
subcutanea e intramuscular e aumento da
mortalidade (Yuasa et al., 1979a, 1986;
McNulty et al., 1989b; Engstron e Luthman,
1988; Pope, 1991).

O periodo de incubagao, compreendido
entre a infeccao inicial e a manifestagao de
sintomas e lesoes, pode variar de 10 a 21
dias, dependendo da carga viral infectante,
condicoes de manejo ou outras doencgas
concomitantes e patogenia da amostra viral
circulante. Uma vez que aves infectadas
com mais de duas a trés semanas nao mais
desenvolvem a doenca clinica, esse periodo
de incubacao determina que surtos em
campo sejam mais comumente observados
em lotes de aves de duas a cinco semanas
de idade (Brentano, 2000).

Apesar de os sinais clinicos nao serem
claros ou especificos, pois nao sdo Unicos
ao VAIG, normalmente sdo observados
depressao, retardo no crescimento e grande
desuniformidade do lote, especialmente em
frangos. O mais sugestivo é a presenca de
anemia evidenciada por graus variados de
palidez da musculatura, cristas e barbelas.
Podem ser observadas hemorragias
musculares nas asas, no torax, abdoémen,
coxas e pes e dermatites secundarias
(Engstron e Luthman, 1984).

Os primeiros sinais da doenga usualmente
ocorrem no final da segunda semana de
vida. O pico de mortalidade ocorre entre
cinco a seis dias do inicio dos sinais
clinicos. Em alguns lotes um segundo e
menor pico de mortalidade ocorre duas
semanas depois do primeiro, normalmente
entre 30 a 33 dias de idade (Engstron e
Luthman, 1984). Este segundo pico pode
ser resultado de uma disseminacao
horizontal para aves soronegativas dentro
do lote, ou por um periodo prolongado de
incubacdo em algumas aves, e também
devido a associacdo do VAIG com outros
agentes tal como o virus de Gumboro e
devido a infeccao bacteriana secundaria.




3.1.3. Patogenicidade

Apesar de poucos dados disponiveis quanto
a variagao na patogenicidade de amostras
do VAIG, ha alguns relatos de amostras do
virus de maior patogenicidade. Goryo
identificou no Japao uma amostra do VAIG,
a TK 5583, mais patogénica que outras
amostras japonesas do virus. A gravidade
das lesdes, a mortalidade e a morbidade,
podem ser bastante variaveis dependendo
da amostra viral infectante (Goryo et al,
1989, citado por Pope, 1991); Rosenberger
e Cloud, 1989b). Contudo, existem outros
fatores além da estirpe viral que determinam
a gravidade da doenca, tais como:

v" Titulo viral: A gravidade da doenga esta
associada ao titulo viral a que se expoe
as galinhas (McNulty et al.,1990).
Quanto maior a quantidade de virus,
mais marcados os sintomas e lesoes.

v ldade das aves: O desenvolvimento dos
sintomas e lesdes se manifestam com
maior evidéncia em galinhas infectadas
nos primeiros dias de vida. Portanto,
quanto maior o numero de galinhas
infectadas verticalmente, maior sera a
excrecao viral via fezes por essas aves,
e maior e mais imediata a disseminacao
horizontal do virus ja nos primeiros dias
de vida do lote. (Rosenberger e Cloud,
1989).

v" Nivel de anticorpos maternos: O nivel
de anticorpos transmitidos & progénie,
numero de galinhas na progénie com
anticorpos passivos e a persisténcia
destes anticorpos passivos protetores
no lote (média de trés semanas),
determinam a susceptibilidade a doencga
(McNulty , 1991; Pope, 1991; Yuasa et
al., 1980Db).

v" Associacao de fatores: Fatores de
ambiente, stress, e outros agentes
imunossupressores como micotoxinas
ou infecgbes virais concomitantes, tais
como reovirus (McNeilly et al., 1995),
Gumboro, leucose aviaria e Marek, que
agravam os quadros de anemia (Yuasa
et al., 1980; Pope, 1991; Rosenberger e
Cloud, 1989b; Otaki et al., 1988).

Matrizes sob condi¢coes de desafio com
aflatoxinas provavelmente nao
transmitem quantidades protetoras de
IgG do soro para a progénie e também
de anticorpos contra VAIG verticalmente
transmitidos (Pope, 1991).

v Via de Infeccdo: Em inoculagao
experimental do VAIG, fica evidente que
a via parenteral (intramuscular ou
intraperitonial) (Rosenberger e Cloud,
1989b) € mais efetiva para induzir a
doencga. As vias nasal, oral e ocular séo
menos efetivas, e como consistem em
vias normais de disseminagao horizontal
do virus a campo, os sintomas e lesoes
em certos lotes podem vir a ser
relativamente brandos, dependendo da
associa¢ao de outros fatores
determinantes da gravidade da doenca.

3.1.4. Transmissao

O virus da anemia das galinhas é
transmitido verticalmente pela matriz ao
embriao, infectando sua progénie (Brentano,
2000; Yuasa et al, 1983b,c) ou
horizontalmente por camas contaminadas
onde a disseminagdo do virus € favorecida
pela alta resisténcia do VAIG a inativacao e
através do contato com pintos infectados
verticalmente (Yuasa et al., 1979a,1980). Na
transmissao horizontal, a principal via de
infecgao é oral, principalmente a partir do
virus excretado nas fezes de aves
infectadas (Brentano, 2000), porém a rota
de infecgao nao influenciou na duracao da
excregao viral (Hoop, 1992). Em infecgoes
experimentais, o virus foi isolado
repetidamente e em altos titulos nas fezes
de aves infectadas por até cinco semanas
(Hoop, 1992), periodo em que as matrizes
infectadas transmitem o] virus
horizontalimente no lote; depois do
aparecimento de anticorpos, a excrecao
viral de VAIG via fezes cessa. Segundo
Hoop (1992), quando da reinfec¢ao das
matrizes, a excregao do VAIG se manteve
por apenas quatro dias nas fezes, mas nao
foi detectada a presengca do virus no
embrido. Os anticorpos anti-VAIG podem
ser detectados de trés a quatro semanas
apds a infeccdo, levando de trés a cinco
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semanas até que a maioria das aves dentro
de um lote apresente soroconversao.

A infecgao do embrido também pode ser
causada pelo sémen de machos infectados
(Hoop,1993).

Evidéncias sugerem que surtos clinicos da
doenga causados por VAIG ocorrem apos
infecgao tardia em lotes de matrizes, que
nao tem anticorpos contra VAIG antes do
inicio de produgao. Os sinais clinicos nao
ocorrem nas matrizes, mas o virus €
transmitido verticalmente para sua progénie,
que normalmente desenvolve a doenga
entre duas e quatro semanas de idade. A
transmissao pelo ovo ocorre de oito a
guatorze dias depois da infeccao
experimental em galinhas (Yuasa, 1983c),
porém observacoes de campo indicam que
pode ocorrer transmissao durante um
periodo de até nove semanas, com um pico
entre uma e trés semanas, obviamente
dependendo do desenvolvimento de
imunidade no lote (Vielitz e Landgraf, 1988;
Engstron e Luthman, 1984). A ocorréncia de
pintos afetados produzidos de ovos postos
por essas matrizes por um periodo de trés a
seis semanas apos a infecgao inicial do lote
de matrizes continua até que essas matrizes
desenvolvam uma resposta imune ativa,
com producdo de anticorpos maternos
neutralizantes, considerados protetores
contra a transmissao vertical, dependendo
dos niveis desses anticorpos (McNulty et al.,
1989a). A exposicao de matrizes ao VAIG e
soroconversao durante o periodo de recria,
previne surtos de doenca da asa azul na
progénie desse lote (Vielitz e Landgraf,
1988). Na maioria das vezes a exposicao
primaria ocorre antes de as matrizes
comecarem a produzir, o que explica a
ampla distribuicao de lotes soro positivos na
auséncia de sinais clinicos (McNulty et al.,
1988).

Anticorpos maternais conferem completa
protecao contra a doenca (Yuasa, et al.,
1979b., Rosenberger e Cloud, 1989b). A
resisténcia devida a imunidade passiva,
contudo pode ser superada se o0s
pintos estiverem imunossuprimidos,
principalmente por outras infecgoes virais.
Esses anticorpos normalmente
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desaparecem por volta de trés semanas de
idade (Bullow e Schat, 1997.; Cardona e
Sommer, 2003).

Matrizes experimentalmente infectadas em
diferentes idades de produgao nao
apresentam  diferencas em indices
produtivos, tais como: producao de ovos,
peso corporal, fertilidade e eclodibilidade
(Engstron e Luthman, 1984.; Vielitz e
Landgraf, 1988.; McNulty, 1991b).

Os surtos normalmente ocorrem em
progénie de lotes de matrizes com idade de
25 a 38 semanas de idade, ou seja, no
periodo de pico de produgdao (Engstron e
Luthman, 1984; Schat, 2004). Isto pode ser
explicado pela ativagao do virus latente pelo
“stress” de produgcdo ou por mudangas
hormonais. Segundo Schat (2004) o VAIG
pode permanecer nos tecidos das gonadas
por pelo menos 40 semanas depois da
soroconversao. Além disso, © agente
também foi detectado nos tecidos das
génadas na auséncia de soroconversao
(Cardona et al., 2000a,b).

3.1.5. Imunossupressao induzida pelo VAIG:

A producgao eficiente das aves depende do
funcionamento adequado do sistema imune,
possibilitando a defesa do organismo dos
patogenos. Por essa razdo, um dos
principais objetivos dos geneticistas que
selecionam aves de produgcao é o de
aumentar a resisténcia natural as infecgoes
(Powell, 1987; Montassier, 2000).

O sistema imunolégico das aves desperta a
atencao de pesquisadores e técnicos, pois
as enfermidades que levam a
imunosupressao se constituem em um dos
mais sérios problemas que podem
comprometer o bom desempenho da
avicultura moderna, trazendo como principal
consequéncia, grandes prejuizos a essa
atividade econdmica. Os danos as
populagoes celulares do sistema imune vao
acarretar um aumento da susceptibilidade a
doengas infecciosas, parasitarias e
oportunistas, gerando efeitos deletérios a
meédio e longo prazo, tais como: falhas na
vacinagao, maior taxa de condenacao de
carcacas e mortalidade, baixa taxa de




conversao alimentar e de producao de ovos,
acarretando maiores custos com o uso de
medicamentos, cujo uso é imprescindivel na
maioria dessas circunstancias (Brentano,
2000; Montassier, 2000).

A caracteristica marcante e importante da
infeccdo pelo virus da anemia infecciosa
das galinhas é a depressao da fungao do
sistema imunologico das aves.

Dentre as células que sdo susceptiveis a
infeccao pelo VAIG na medula dssea estdo
0s hemocitoblastos, dos quais as células
progenitoras da série eritroide e mieldide
sao derivadas (Adair, 2000). Em infecgao
experimental de pintos com um dia de
idade, os hemocitoblastos na medula éssea
estao entre as primeiras células em que o
VAIG é detectado, cerca de 3 a 4 dias apds
a infecgao. Eles sao os alvos mais precoces
do virus, e sua destruicdo resulta em uma
grave deplecao das células eritrdides e
mieldides. A destruicdo e deplecdo dos
hemocitoblastos na medula o¢ssea, que é
evidente oito dias apds a infecgao, provoca
a anemia caracteristica da doenga. Os
hemocitoblastos dé&o origem também aos
tfrombocitos e a reducdo deles é
provavelmente a causa do aumento do
numero de hemorragias intramusculares.
Essas mudancas destrutivas sao refletidas
no sangue, onde os niveis de hematdcrito e
o numero de leucdcitos circulantes declina
cerca de 8 dias pi, devido ao decréscimo do
numero de eritrocitos, linfocitos e heterdfilos.
Somente 16-18 dias pods infecgdo a
atividade da granulopoiese e eritropoiese é
restaurada na medula 6ssea (Adair, 2000;
Todd, 2000).

As ceélulas progenitoras dos linfécitos T no
timo sao particularmente susceptiveis ao
VAIG e parecem ser o principal alvo do
virus, nao acarretando os mesmos danos as
células B e seus precursores comparavel a
dramatica deplecao no numero de células T
& observada durante a infecgao.

Dessa forma, os hemocitoblastos da medula
o0ssea, os timécitos e os linfécitos em
divisdo sao as principais células-alvo para a
replicacao do VAIG. Defeitos na funcao dos
macroéfagos na infecgao por VAIG in vivo e
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linfocinas, e na producdao de interferon e
interleucina-2 por esplendcitos tem sido
também relatadas (McConnell et al,
1993a,b).

Esse conjunto de alteracdbes compromete a
competéncia do sistema imune,
aumentando a predisposicao a infecgoes
oportunisticas ou secundarias por bactérias
e fungos, a exemplo das dermatites
associadas a surtos da anemia, edema
maligno, colibacilose e aspergilose
pulmonar muitas vezes observadas,
reduzindo a resposta imune a outras
infecgoes bacterianas e virais assim como
comprometendo os niveis de respostas
imunes vacinais (Adair et al, 1993).

Além das evidéncias observadas in vitro, o
efeito  imunossupressor do virus &
demonstrado também a campo pelas
evidéncias para a quebra de respostas a
vacinagoes contra a doenca de Marek
devido a grave reducao da resposta imune
celular (mediada por linfécitos T) ao virus
vacinal HVT, resultando em uma sindrome
de alta mortalidade similar a causada por
cepas variantes muito virulentas do virus de
Marek (Otaki et al., 1988; McNulty et al.,
1991). Sdo relatadas também reduzidas
respostas imunes humorais a vacinacao ao
virus de Newcastle (Box et al, 1988, citado
por Pope, 1991), agravamento dos
problemas respiratorios nas aves mesmo
por cepas vacinais atenuadas do virus de
Newcastle (DeBoer et al., 1994) e efeito
sinérgico no agravamento da patogenia de
outros virus imunosupressores em aves ,
como reovirus e virus da doenca de
Gumboro (McNulty, 1991a).

3.1.6. Resisténcia de idade a doenca

Uma importante caracteristica da infeccao
pelo VAIG é a resisténcia de idade ao
desenvolvimento da doenga. Em aves
imunologicamente competentes, a
resisténcia associada a idade se estabelece
entre duas a trés semanas de idade,
dependendo da viruléncia da estirpe
infectante (McNulty, 1991b). A infeccao
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parenteral do virus em aves SPF, livres de
anticorpos contra o VAIG, demonstra que o
virus é patogénico especialmente em pintos
de um dia de idade, com incidéncia de
anemia em atée 100% de aves
experimentalmente inoculadas dos um aos
quatro dias de idade, enquanto aves
inoculadas apos duas semanas de idade se
infectam com o virus, mas desenvolvem
infeccdo subclinica, caracterizada pela
auséncia de sintomas ou lesbes e
acompanhada de soroconversao. Aves
infectadas com VAIG em idades maiores
tem uma capacidade de soroconversao
muito rapida, aproxidamente quatro a sete
dias, enqguanto aves infectadas nos
primeiros dias podem necessitar de duas a
trés semanas para ter anticorpos. O
mecanismo da resisténcia de idade a
doenca clinica esta relacionado a protecao
conferida por anticorpos bursa
dependentes. Embrides bursectomizados
continuam susceptiveis a doenga,
desenvolvendo lesdoes, mesmo quando
infectados com 21 ou 28 dias de idade
(Cloud et al., 1992). Este virus ou outros
agentes imunossupressores, ao
comprometerem a bursa, deprimem a
resposta de anticorpos das aves, podendo
assim, induzir a quadros de anemia também
em aves infectadas apés duas ou trés
semanas de idade .

3.1.7. Interagdes do VAIG com outros
agentes

Entre 0s nuMerosos agentes
imunossupressores em aves se encontram
virus, bactérias, toxinas, produtos quimicos,
deficiéncias nutricionais e fatores de
ambiente e de manejo. Estes fatores podem
atuar direta ou indiretamente no sistema
imune (Montassier, 2000; Brentano, 2000).

Uma inoculagcao experimental de VAIG nos
primeiros oito dias de vida suprime a
imunidade vacinal contra a doenca de
Marek, HVT, provocando um quadro de
mortalidade similar ao causado pelas
estirpes muito virulentas do virus da doenca
de Marek (Otaki et al.,, 1988). Também se
tem estudado o efeito da inoculagao do
VAIG em aves vacinadas contra Marek e
nao desafiadas. Quando a infeccao foi
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realizada no primeiro dia, a mortalidade
atingiu quase 100% no grupo com ambos 0s
virus e de 69% no grupo somente com
VAIG.

Infeccdo dupla com a amostra S1133 de
reovirus e a amostra Cux-1 de VAIG
resultou em aumento na incidéncia e na
severidade de lesdes em comparacéao com
grupos de pintos inoculados com os virus
isoladamente (McNeilly et al., 1995).

A inoculagcao de VAIG no primeiro dia de
vida em aves SPF vacinadas via spray com
a estirpe La Sota do virus da doenga de
Newcastle (ND), provocou um quadro
respiratorio grave, uma mortalidade de
23,8% as duas semanas e de 31,3% as
quatro semanas com diminuicao do
hematdcrito quando comparada com aves
vacinadas com o ND porém nao inoculadas
com VAIG (De Boer et al., 1994).

Pintos com um dia de idade inoculados com
virus de Gumboro tem aumento do periodo
de susceptibilidade, da gravidade e duracao
da doenca produzida pelo VAIG quando
comparados com as aves inoculadas com
cada virus isoladamente. A resisténcia da
idade a doenca é essencialmente eliminada
em aves mais velhas, que podem
apresentar a forma clinica da doenca até
por uma idade superior a quatro semanas
(Rosenberger e Cloud, 1989b; Yuasa et al.,
1980).

Em condi¢des convencionais de campo, as
aves podem estar expostas a multiplos
patégenos simultaneamente. Em todos os
casos, a severidade do impacto clinico e
econdmico causado pelo VAIG depende das
multiplas interacoes entres esses agentes
infecciosos e/ou imunodepressores.

3.1.8. Impacto econémico

A forma clinica da doenga causada pelo
VAIG ocorre quando pintos susceptiveis,
sem anticorpos maternais, se infectam antes
de duas semanas de idade. Ela se
apresenta de forma aguda, com mortalidade
de até 60%, sendo mais comum
mortalidade de 5 a 10% do lote. Sob essas
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condicbes, o virus & transmitido
verticalmente para a progénie, que
desenvolve a doenga entre 10 a 14 dias de
idade. Mcllroy et al. (1992) demonstraram
que nao houve diferenga significativa na
producao de ovos, fertilidade, percentual de
eclodibilidade e mortalidade entre o lote que
transmitia o virus verticalmente (infectado
depois do inicio de postura) e do lote
considerado normal. Ja na progénie desses
lotes, os custos associados ao tratamento

antibiotico das infecgbes bacterianas
secundarias foi mensurada. Os dados
obtidos revelam que os lotes afetados

tiveram um lucro liquido de 17,3 a 19,6%
inferiores do que em lotes normais. As
médias de ganho de peso foram até 3,3%
mais baixas, podendo haver mais grave
depressao no ganho de peso medio ao
abate entre 7 e 13% (Chettle, 1989, citado
por Mcliroy et al., 1992). A media de
mortalidade (com pico as trés sem#anas)
foram entre 2 a 2,3% mais altas nos lotes
afetados, quando comparados ao lote
normal. A variancia na distribuicao de peso
ao abate com seis semanas, ou seja, a
desuniformidade do lote, foi
significativamente maior no lote afetado.

Os efeitos econdmicos de  surtos
esporadicos de infeccdes clinicas com VAIG
podem ser comparados a forma mais
prevalente da doenca, que é a forma
subclinica (Mcllroy et al., 1992). Mais de
50% de lotes de frangos clinicamente
normais no Canada e no Reino Unido
possuiam anticorpos contra VAIG antes do
abate. Esta soroconversdo presumidamente
ocorre devido a infecgdo via horizontal,
originada de contaminagdo de lotes
anteriormente criados no mesmo galpao,
pela excrecao do virus por um pequeno
numero de pintos infectados verticalmente,
ou de uma introducdo externa do virus,
desenvolvendo porém, uma infeccao
subclinica e, subseqlente imunidade ativa
contra o virus.

Em infecgbes subclinicas, houve uma
reducao de 13% no lucro liguido. Uma
mortalidade 2,5% maior, € uma conversao
alimentar 2,0% maior, comparando-se lotes
com presencga de anticorpos contra o VAIG,
com lotes sorologicamente negativos na

idade do abate. Nao houve diferencas
significativas nos indices de mortalidade
(McNulty, 1991). A diferenga existente nas
perdas entre lotes clinicamente e
subclinicamente afetados demonstra
claramente que a ocorréncia da doenca
clinica acarreta maiores prejuizos
econdmicos, porém, a maior prevaléncia da
doenca subclinica origina maior prejuizo na
producgao.

O curso subclinico da doenga tambem
resulta em efeitos adversos na funcao de
macréfagos através da reducdo na
expressao de receptores Fc, reduzindo sua
capacidade de fagocitose para eliminagao
de microorganismos e alterando a
apresentacdo de  antigenos, funcao
necessaria para indugao de resposta imune.
Ha ainda uma reducao na producao de
interleucinal  por ambos linfocitos e
macrofagos, citocina que € essencial no
desenvolvimento e regulagdo da resposta
imune e na maturacdo de linfocitos
(McConnel et al., 1993a). Dessa forma,

mesmo infeccoes subclinicas
potencialmente resultam em alteragdo da
funcao imune, aumentando a

susceptibilidade a outras infeccoes que
ajudam a reduzir a performance.

Pintos susceptiveis alojados com aves
inoculadas e com quadro clinico da doenca,
ndo desenvolveram anemia, mas todos
tinham desenvolvido anticorpos no soro
aproximadamente aos 30 dias pi (McNulty et
al., 1989a).

3.1.9. Diagnostico

O diagnéstico da presenca de infeccao ativa
pelo VAIG é feito pelo isolamento do virus
em células MSB-1 ou in vivo em pintos SPF
de 1 dia de idade. Esse isolamento pode ser
feito em aves SPF (Brentano., 1991;
Brentano et al., 1999), isolamento em cultivo
celular ou em ovos embrionados.

O diagnéstico sorolégico positivo indica a
exposicdo das aves ao VAIG e os testes
utilizados para evidenciar soroconversao
incluem a imunofluorescéncia indireta (IFA)
(Yuasa et al., 1983a; Yuasa et al.,1985),
imunoperoxidase (IP), testes de
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soroneutralizacao (SN) (Jorgensen, P.H.,
1992) em cultivo celular e ELISA, que
apresentou boa correlagao com o teste
padrao de IFA (Todd et al., 1990). Os testes
de IFA, IP e SN sdo bastante demorados,
exigem adequada estrutura laboratorial de
cultivo celular e experiéncia para interpretar
corretamente os resultados e tém sido,
portanto, menos utilizados do que testes de
ELISA. Qutro problema relacionado ao
emprego da IP na deteccao direta do VAIG
é a ocorréncia de falta de imunoreatividade
nos tecidos processados com reagentes
normalmente usados na fixacdo ou tempo
de fixacdao inadequados. (Smyth et al,
1993).

Os testes de ELISA, por permitirem
resultados  bastante rapidos e o
processamento de um grande numero de
amostras e também por guantificarem os
niveis de anticorpos no soro, tem sido
amplamente aplicados para o]
monitoramento sorolégico de plantéis de
matrizes, que é uma medida necessaria
para estabelecer o status imune dos lotes.
Com base no monitoramento, é possivel
estabelecer a necessidade de adotar e
delinear estratégias de controle baseadas
na imunizacao. A sorologia é o método mais
indicado para monitoria da presenca do
virus e dos niveis de imunidade no plantel.

Embora os sinais clinicos e lesdes em
pintos afetados auxiliem no diagnostico
presuntivo, o diagnostico definitivo envolve
o isolamento viral ou a demonstracao de
antigeno virus-especifico em esfregaco de
impressao de tecido e secOes criostaticas
(Hoop, et al., 1991; McNeily et al, 1991;
Smyth et al, 1993). A infec¢do pode
também ser diagnosticada por deteccao de
DNA viral por “dot blot”, hibridizacao in situ
ou técnicas de PCR (Bullow e Schat, 1997).
A PCR foi considerada a técnica mais
sensivel de deteccao do VAIG quando
comparada com testes como o isolamento
viral e testes de imunofluorescéncia em
secoes de tecidos ou hibridizacao em “dot-
blot“ (Soine et al., 1993). E também mais
sensivel do que o cultivo in vitro, ja que o
VAIG apresenta isolados incapazes de
crescer em cultivo celular.
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O diagnéstico por PCR permite a detecgao
de VAIG por meio de amplificacdo de
segmentos do genoma do virus presentes
em o6rgaos de aves infectadas, através da
utilizacdo de inicializadores especificos a
sequéncias de DNA ja conhecidas de cepas
padrao de VAIG. O DNA pode ser extraido
das células e tecidos por diferentes
metodologias e amplificado em
temperaturas e ciclos determinados em
conformidade as sequéncias de
inicializadores utilizados e ao grau de
especificidade que se quer do teste
(Brentano, 2000)

N laboratorio de Virologia da Embrapa
Suinos e Aves- SC foi implantado um PCR
baseado na amplificacao de um segmento
de 695 nucleotideos do gene que codifica a
proteina VP1 do virus, empregando
inicializadores previamente descritos na
literatura. Também delinearam
inicializadores para amplificacao de 714
nucleotideos abrangendo o gene para VP3
e parte de VP1 para o diagnostico de VAIG
por PCR. Ambos os PCRs, baseados nas
sequéncias de VP1 ou VP3, permitem a
detecgao do VAIG em drgaos como timo,
bago, figado ou bursas em material de
campo assim como em aves
experimentalmente inoculadas com
amostras de campo (Brentano, 2000).

3.1.10. Prevengao e Controle

A AIG se manifesta apenas em aves
infectadas nas primeiras semanas de vida,
principalmente em  conseqliiéncia da
transmissao vertical do virus, enquanto que
aves adultas, apesar de susceptiveis a
infeccao soroconvertem, mas nao
desenvolvem a doenga clinica. Assim, o
controle da anemia infecciosa das galinhas
¢ baseado na transferéncia passiva de
imunidade das matrizes & progénie
(Brentano et al., 2000; Todd, 2000).

Deve-se lembrar que as matrizes devem
desenvolver imunidade adequada, mediada
por anticorpos neutralizantes, antes do
inicio do periodo de postura, para
transferéncia passiva via ovo, de anticorpos
maternos em niveis suficientes para
prevenir a transmissao vertical do virus a




progénie, reduzindo assim a ocorréncia de
surtos da doenga a campo.

Desta forma, fica evidente a necessidade de
uma monitorizacao constante para avaliar o
status imune do lote de matrizes antes do
inicio de postura, com aproximadamente 16
a 18 semanas de idade para garantir a
uniformidade imunolégica no lote e
obtencao de niveis de anticorpos maternos
adequados para protecdo da progénie. Com
esta monitoria, pode-se adotar medidas
estratégicas de imunizacao, tal como a
vacinagao, que deve ser feita no maximo até
quatro semanas antes do inicio da postura
para evitar riscos de transmissao vertical do
virus vacinal a progénie.

A quantificacdo das perdas associadas com
infeccoes  subclinicas requer maiores
estudos e consideragoes sobre a
possibilidade de controlar e diminuir essas
perdas, através do uso de vacinas vivas
atenuadas em frangos de corte, ou uma
vacina inativada em matrizes.

O controle da anemia envolve também o
controle de outros agentes
imunossupressores, uma vez que estes
aumentam sinergicamente a gravidade de
surtos da doenca. Entre estes, os mais
comuns sao principalmente, o efetivo
controle vacinal da doengca de Marek,
controle da doenga de Gumboro, o uso de
racoes e subprodutos livres de micotoxinas
e melhoria das técnicas de manejo e
ambiéncia.

Nao ha tratamento especifico contra o virus.
Tratamento antibiético pode ser aplicado
para reduzir o impacto de infecgoes
bacterianas secundarias, tais como as
dermatites, colibaciloses, entre outras. Pode
ser aplicada a desinfecgcao de aviarios com
hipoclorito de sodio ou iodo em
concentracdes de 10%, ou também,
vassouras de fogo, para buscar reduzir a
carga infectiva, mas as desinfec¢bes nao
garantem a eliminagao VAIG do ambiente.

3.2. Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)

Através do ELISA é possivel determinar o
perfil sorolégico de populacdoes avicolas e
fazer o monitoramento dos programas de
vacinagao de uma maneira rapida (Santos e
Silva, 2000) e altamente sensivel (Miers et
al., 1994). Os testes de IFA, IP e SN sao
bastante demorados, exigem adequada
estrutura laboratorial de cultivo celular e
experiéncia para interpretar os resultados.
Os testes ELISA, por permitirem um
resultado mais rapido e a analise de um
grande numero de amostras, tem sido
amplamente aplicados para 0
monitoramento de VAIG nos plantéis.

3.3. Reacao de Polimerase em cadeia
(PCR)

A PCR pode ser utilizada para detectar e
amplificar DNA/RNA em qualquer material
clinico que contenha o acido nucléico do
agente suspeito: tecidos coletados em
bidpsias/necrépsias, soro/plasma, células
sangliineas, secrecoes (leite, saliva,
secregbes nasais, urina, sémen), em
sobrenadante ou em células de cultivo,
inoculadas com o material suspeito. Em
qualquer desses casos, 0 acido nucléico
(RNA ou DNA) deve ser previamente
extraido do material clinico, para a sua
posterior andlise. Entre as principais
vantagens dessas técnicas esta a sua
capacidade de detectar infimas quantidades
do genoma, além de microrganismos que ja
perderam a viabilidade e nao sao mais
infecciosos.

A PCR é uma técnica poderosa baseada na
multiplicacao exponencial, in vitro de um
segmento de DNA por uma DNA polimerase
termoestavel, em um processo repetitivo de
aquecimento e resfriamento (30 a 40 vezes).
Nessa reagao sao utilizadas duas
sequiéncias de oligonucleotideos
(inicializadores) que hibridizam nas fitas
opostas de DNA, e delimitam a regiao a ser
amplificada. O carater exponencial deste
processo se deve ao fato de os produtos
sintetizados em cada ciclo atuarem como
molde no proximo ciclo, por isso, 0 numero
de seqliéncias ampliadas duplica apés cada
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ciclo. Teoricamente, 30 ciclos de
‘amplificagdo produzem 10° copias da
molécula alvo. Na pratica, porém, a
eficiéncia € menor, devido a inativacao da
enzima e a presenga de quantidades
limitadas de componentes no final do
processo de amplificagdao. Tanto o DNA
quanto o RNA podem ser utilizados como
molde para amplifica¢ao.

O diagnéstico por PCR permite a deteccao
de VAIG de forma rapida e especifica por
meio de amplificacao do genoma do virus
presente em o6rgaos de aves infectadas,
através da utilizacdo de inicializadores
especificos para a seqléncia de DNA
conhecida do genoma de amostras padrao
de VAIG (Tham e Stanislawek, 1992). O
nested PCR, pela sua maior sensibilidade
também pode ser utlizado para o
diagnéstico de VAIG (Soiné et al., 1993).

O teste de PCR permite um diagndstico
rapido da infecgao pelo virus da anemia
infecciosa das galinhas, cuja identificacao é
importante para que sejam tomadas
decisoes guanto a adogao ou avaliagao de
praticas de manejo e imunizacao de
matrizes na tentativa de controle de surtos
da doenca.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de realizagao dos experimentos

A parte laboratorial utilizando a técnica de
ELISA foi realizada no Laboratério do Setor
de Doencgas das Aves, no Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais.

A técnica de PCR foi realizada no
laboratorio  Simbios  Biotecnologia, em
Canoas — RS, que € credenciado pelo
Ministério da Agricultura para execucao de
diagnostico de VAIG.
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4.2. Enzyme Linked Immunossorbent Assay
(ELISA)

4.2.1. Soros testados

Soros de aves matrizes pesadas em
diferentes fases do seu ciclo de produgao,
foram testados pela técnica ELISA. As aves
pertenciam a uma empresa produtora de
pintos de um dia e ovos férteis localizada na
regiao centro-oeste de Minas Gerais.

As amostras de soro foram obtidas em julho
de 2003, para os lotes em idades de
producdo, e em janeiro de 2004 para os
lotes em idade de recria. No lote de recria
que houve repeticao de coleta, sendo dado
um intervalo de seis e outro de cinco
semanas respectivamente entre uma coleta
e outra.

Utilizando seringas de trés ml com agulha
de 25 x 8, foi coletado sangue da veia da
asa das aves. Estas amostras foram
deixadas a temperatura ambiente, até que o
soro estivesse totalmente separado do
coagulo. Cada amostra de soro foi
transferida para um tubo de microcentrifuga
“eppendorf’, separados de acordo com o
lote de matrizes correspondente e
armazenada a —-20°C até o uso.

Os lotes foram identificados através de
letras de acordo com a idade no momento
da coleta e numero de soros testados,
conforme Tabela 1 e 2 para lotes de recria e
producéo, respectivamente.

Dentre os lotes de recria analisados, foram
testados 20 soros de cada lote sendo que
houve repeticao do teste ELISA no lote C*,
cujo soro dos animais foi testado com seis,
doze e dezessete semanas, nao sendo
testadas necessariamente as mesmas aves
da coleta anterior mas aves do mesmo lote.




Tabela 1. Discriminagéo dos lotes de recria
e respectivas idades estudadas.

Identificacéo do Lote Idade em semanas

A 01 dia
B 03
c* 06
c* 12
c* 17
D 17
E 21

* Lote foi testado com 06 , retestado com 12 e
novamente retestado com 17 semanas de idade.

Tabela 2. Discriminacdo dos lotes e
respectivas idades de produgdo com
numero de soros testados.
Identificacao Idade em N° de soros
do lote semanas Eeiélados &
testados

F 28 36

G 33 36

H 43 36

I 55 35

J 62 39

Soro Positivo

Substrato - TMB

LAKAXK
AANANA

SRR

O - Substrato

BIBLIOTECA

4.2.2. Execucédo do ELISA

O ypu®

A execugéo do ELISA foi feita seguindo o
protocolo do “Kit" comercial da empresa
IDEXX. O “FlockChek” CAV, & um ensaio
imunoenzimatico competitivo para deteccao
de anticorpos contra o virus da Anemia
Infecciosa das Galinhas (VAIG) em soro de
galinhas. Uma representacéo esquematica
do teste pode ser vista na Figura 1.

O ensaio foi realizado em microplacas de 96
pocinhos revestida com o antigeno VAIG,
sendo quatro pocinhos utilizados para os
controles positivos e negativos. As amostras
de soro em teste foram diluidas em
propor¢cao 1:10 com diluente de amostra do
‘Kit" e incubadas a 37°C por uma hora em

camara umida. Apos a lavagem foi
adicionado as microcavidades um
conjugado  composto de  anticorpos

monoclonais contra VAIG, marcado com a
enzima peroxidase e a placa foi incubada a
37°C por 30 minutos.

Soro Negativo

Substrato - TMB

LARRRR

R e i

ﬁ - Conjugado composto de anticorpos monoclonais contra VAIG marcados com peroxidase.

’t'::“- Virus da Anemia Infecciosa das Galinhas (VAIG) adsorvido a placa.

- Anticorpos contra VAIG presentes ou ndo no soro das aves em ensaio.

Figura 1. llustracéo esquematica do principio do ELISA competitivo utilizado para detecgao de
anticorpos contra o VAIG em soro de galinhas. (Idexx, EUA)
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Na auséncia de anticorpos anti-VAIG no
soro, 0 conjugado anti-VAIG estaria livre
para reagir com o antigeno fixo na fase
sélida e nas amostras positivas, os epitopos
do virus estariam bloqueados pelos
anticorpos presentes no soro e nao haveria
ligacao do conjugado. Apos nova lavagem,
a solugao de substrato TMB foi distribuida
em cada cavidade, incubando-se
novamente a 37°C por 15 minutos em
camara umida.

Na presengca de enzima, o substrato &
convertido em um produto de cor azul. As
microplacas foram lidas em leitor de ELISA
(Microplate Reader, Model 550, Bio-Rad,
EUA) com filtro de comprimento de onda de
650nm.

Os controles do “Kit" nao foram diluidos e
foram testados em duplicatas, de acordo
com as recomendacoes.

4.2.3. Interpretacao de resultados do ELISA

Para classificar o soro testado como positivo
ou negativo para VAIG foi feito o calculo
onde a leitura da absorvancia no
comprimento de onda de 650 nm, (A650) de
cada amostra foi dividida pela média dos
controles negativos, resultando no valor
chamado S/N. A quantidade de anticorpos
contra o VAIG presente nos soros €
inversamente proporcional a leitura da
densidade optica (OD) e,
consequentemente, ao wvalor S/N. A
presengca de anticorpos VAIG indica
exposicao prévia ao VAIG.

Para validar o teste, as ODs dos controles
negativos lidas no comprimento de onda
(A650nm) deve ser maior ou igual a 0,60 e o
S/N do controle positivo deve ser menor ou
igual a 0,50.

O ponto de corte do ELISA é estabelecido
no valor S/N de 0,6 ou seja, 0S grupos com
razdo S/N  superiores a 06 sao
considerados negativos e entre 0 a 0,6 sao
considerados positivos para presenga de
anticorpos contra o VAIG.
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4.3. Reacao de Polimerase em Cadeia -
PCR

Para realizagdo do PCR, foram utilizados
ovos férteis de matrizes pesadas em
producdo oriundos de lotes de 28 a 62
semanas de idade, cujo soro foi coletado
no mesmo intervalo de tempo, como
mostrado na Tabela 2.

4.3.1. Obtengdo dos ovos e embrides para
deteccao do VAIG por PCR.

Logo apés o término da coleta de soro das
aves indicadas na Tabela 2, as mesmas
foram separadas em compartimentos
situados no final de cada galpao,
especificos para cada lote, e colocadas com
machos dos mesmos lotes na propor¢cao de
um macho para cada 10 fémeas. Os ovos
postos por elas durante o decorrer da
semana de 30 de julho de 2003 a 05 de
agosto de 2003, foram coletados, marcados
um por um com a numeragao do lote
correspondente, estocados em local com
temperatura e umidade adequados, ate
serem levados para o0 incubatério da
empresa.

Apbés 20 dias de incubagdo, esses ovos
foram retirados da maquina de eclosao, foi
feita a ovoscopia e constatou-se que todos
tinham embrides, entdao foram congelados a
-20°C até o processamento no laboratdrio
Simbios Biotecnologia.

A identificacdo dos lotes correspondeu a
mesma nomenclatura ‘utilizada para o
ELISA.

Foram levados para andlise 30 ovos de
cada lote. Desses ovos foram analisados 6
amostras por lote, sendo que cada amostra
correspondia a 5 “pools” de embrides
retirados destes ovos, totalizando 6 analises
de embrides por lote de matrizes testadas.




4.3.2. Metodologia

A seguir, esta descrita de forma resumida, a
técnica de PCR utlizada no laboratério
Simbios.

Inicialmente, retirou-se os embrides dos
ovos e fez-se um macerado do conteudo
abdominal dos mesmos, incluindo baco,
figado e Bursa de Fabricius, macerando-se
até obter um conteudo homogéneo.

As amostras maceradas foram incubadas
por 1 h a 65°C, quando 100 ul de cada
amostra foram misturados numa solugao
contendo 100 ul de tampao de lise 5X (5%
SDS E 0,06 M EDTA) e 100 pg/ml de
proteinase K (Amresco, Solon, OH - EUA)
num volume final de 500 ul, completado
com agua estéril. O DNA foi extraido com
fenol: cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1)
seguido por uma extragao com cloroformio.
O DNA foi precipitado com isopropanol em
presenca de acetato de sédio 3M por 1 h a
20°C e sedimentado por centrifugagao por
10 minutos a 14.000 rpm (centrifuga
eppendorf 5417R). Posteriormente foram
realizadas lavagens com etanol 70%
seguido de solubilizagdo do DNA em 50 ul
de agua destilada. Para montagem das
reacoes, 1 ul do DNA purificado foi
adicionado num volume final de 50 pl de
tampao de PCR (1,5 mM MgCI2; 0,25 mM
de dATP, dTTP, dGTP e dCTP, 1.5 U Taq
DNA polimerase e 25 pmol de cada
iniciador). Na reacao realizada utilizou-se
inicializadores  localizados na regiao
repetitiva terminal do virus sendo os
iniciadores externos: VAIG-1 5 — TCG CGA
TTC GTC GAA GGC GGG - 3 e VAIG-2 5
— TCC CGT GCA TCC ACC CGG ACC -3,
e os iniciadores utilizados no “PCR-Nested”
VAIG 3F 5" — CGG AGG CCC CCC GGT
GGC - 3' e VAIG 4R 5 - ACT GCC GAC
CGG TATGTG CGC-3'.

A amplificagcao foi realizada utilizando o
termociclador 9700 (Applied Biosystems,
EUA) utilizando o seguinte programa:
desnaturacao inicial a 94° C por 3 minutos e
40 ciclos de desnaturagao a 94°C por 20
segundos, anelamento a 55°C por 40
segundos, extensdo a 72°C por 60
segundos, finalizando a 72°C por 5 minutos.

Os fragmentos amplificados tinham o
tamanho esperado de 289 bp e 228 bp para
as PCRs externas e  "nested”,
respectivamente. A  visualizacao dos
segmentos amplificados por PCR foi feita
em gel de poliacrilamida 10% corado com
nitrato de prata, segundo Sanguinetti et al.
(1994).

O controle positivo foi constituido de DNA
extraido de amostra vacinal atenuada P4
(Intervet) crescida em cultura de células,
previamente titulada e quantificado para
determinar a concentracao de DNA-alvo e,
quando necessario, diluido para se
determinar o limite de sensibilidade do
ensaio.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ELISA

De acordo com os resultados obtidos neste
trabalho, os levantamentos sorologicos
demonstraram uma ampla distribuicao de
anticorpos ao VAIG durante o ciclo produtivo
de uma mesma granja de matrizes pesadas,
com faixas etarias pertencendo a nucleos
diferentes, mostrando um aumento do
nimero de soropositivos com o aumento da
idade dos animais.

A Figura 2 mostra a porcentagem de
animais  soropositivos e negativos
considerando o total de aves testadas nas
idades entre um dia a 62 semanas de idade.

31




Os inicializadores utilizados pelo laboratorio
se ligam em regiao conservada do genoma,
a regiao unica repetitiva terminal. Em estudo
que fizemos com seqléncias disponiveis
nos bancos de dados
(www.ncbi.nim.nih.gov), observamos que
esses iniciadores poderiam  detectar
amostras vacinais ou amostras de campo.
Foram alinhadas varias seqliéncias e
testada a ligagao dos iniciadores em relagao
as mesmas e constatamos que o0s
iniciadores  reconheceram  todas as
amostras.

Embora a PCR tenha sido feita na forma de
“pools” de seis amostras, o que poderia
sugerir a diminuicdo na possibilidade de
detectar o virus nestas amostras por
diluicao de amostras DNA positivas,
acredita-se que devido ao alto grau de
sensibilidade da técnica de “Nested-PCR”
seriam detectadas pequenas quantidades
de DNA viral. Este trabalho é comparado ao
de Miller et al. (2003), no qual foram feitos
“pools” de 6rgaos linfoides de embrides com
16 a 19 dias de incubagao, conseguindo-se
detectar o DNA viral pela reagcao de
“Nested-PCR”.

De acordo com os resultados deste
trabalho, os lotes de matrizes pesadas com
altos titulos de anticorpos nao transmitiram
o virus para a progénie. Estes achados
concordam com o trabalho de Hoop, 1992
gue concluiu que fémeas de postura
experimentalmente infectadas transmitiam
o virus a progénie até desenvolverem
anticorpos contra VAIG, entre 8 a 14 dias
apos a inoculagdo. Mesmo neste caso, o
percentual de prole infectada foi menor que
10%. Apesar de haver lotes que segundo os
resultados do ELISA ainda possuem
animais com niveis de anticorpos ndo
protetores, ou seja, que ainda tem
capacidade de transmitir o  virus
verticalmente, € provavel que nao se tenha
detectado o virus em funcao da baixa taxa
de transmissao vertical. De acordo com o
Yuasa (1983c), a proporcao de pintos
verticalmente infectados €& baixa. Em
trabalhos com aves SPF, a transmissdo via
ovo foi detectada durante os primeiros 14
dias pos inoculagao experimental de um

total de 29 dias de amostragem, e a taxa de
deteccao em pintos infectados foi de 7,5%.

O trabalho de Cardona et al. (2000a),
porém, contrasta com nossos resultados,
pois estes autores conseguiram detectar
virus de embrides provenientes do
acasalamento de fémeas soropositivas com
machos soropositivos, indicando que o0
VAIG pode ser transmitido verticalmente ao
embriao por até 12 semanas depois que 0s
pais se tornam soropositivos e que a
presenca de anticorpos nao elimina o virus
dos tecidos reprodutivos nem previne a
transmissao vertical. Porém estes autores,
diferentemente do nosso trabalho, s0O
qualificam os pais como positivos ou
negativos, nao quantificando se os niveis de
anticorpos sdo protetores ou ndo, o que
poderia estar determinando a transmissao
vertical do virus.

6. CONCLUSOES

Em lotes de matrizes pesadas, com 97,22 a
100% de animais soropositivos e
soroprotetores para o VAIG determinados
através do ELISA, nao houve transmissao
de virus para a progénie testada.

A soroconversdo, na granja testada, ocorreu
pela infecgd@o natural das aves com o virus,
antes do inicio de postura em mais de 90%
dos animais testados.

A conversao soroldgica para o VAIG nesta
granja ocorreu provavelmente entre 12 a 15
semanas, demonstrado pelo inicio da
deteccdo de aves soropositivos as 17
semanas de idade.
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Figura 2. Taxas de animais soropositivos para o Virus da Anemia Infecciosa das Galinhas em
lotes de matrizes pesadas ndo vacinadas de um dia a 62 semanas de idade em diferentes

fases de producéo.

Observamos que 67,56% dos animais
testados por ELISA foram soropositivos e
32,44% soronegativos dentro da granja.

Outros autores estudaram a incidéncia e
distribuicdo de anticorpos anti-VAIG em
granjas de matrizes pesadas.

Brentano et al. (2000), testou em ELISA
soros de matrizes pesadas nao vacinadas
com idades entre seis a 70 semanas,
provenientes de granjas localizadas em
diferentes Estados brasileiros e observou
que 89% foram positivos para VAIG,
indicando a alta prevaléncia do virus no
Brasil, em todos os estados testados. O
Estado de Minas Gerais apresentou 86% de
positividade.

Canal (2002), também demonstrou que
todos os lotes de matrizes pesadas nao
vacinados, de seis a 55 semanas de idade
provenientes da Regido Sul do pais
abrigavam animais sorologicamente
positivos, sendo um total de 89,23%
positivos para o VAIG.

E provavel que essa diferenca no percentual
de positividade dos lotes entre este trabalho
e os trabalhos citados, seja pelo fato de que
os outros autores avaliaram lotes de
diferentes granjas em forma de “pool”. Nao
foram testados lotes de granjas individuais;
lotes positivos ja foram detectados a partir
de seis semanas de idade. Neste frabalho
foi avaliado o perfil de apenas uma granja
de matrizes pesadas, de cada idade
separadamente e que apresentaram alto
indice de aves negativas na fase de recria,
principalmente até 17 semanas de idade, o
que comparando com 0s outros trabalhos
parece indicar uma soroconversao mais
tardia. Se considerarmos o percentual de
positividade da granja testada no intervalo
de seis a 62 semanas de idade, semelhante
ao dos autores citados, a média de animais
soropositivos seria de 71,07%, indicando
que houve maior periodo de tempo sem
exposicao das aves ao virus.

Os resultados das taxas de animais
soropositivos e soronegativos para o VAIG
em lotes de matrizes pesadas em diferentes
fases de recria estdo apresentados na
Figura 3.
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Figura 3. Taxas de animais soropositivos para o Virus da Anemia Infecciosa das Galinhas em
lotes de matrizes pesadas em diferentes fases de recria, com percentual de soros com razao

S/N considerada protetora no total de anticorpos.

Observamos que todas as aves com um dia
de idade tinham anticorpos contra VAIG, ja
que estas provem de lotes de avds que
foram vacinadas. Esses niveis de
anticorpos, que eram extremamente
uniformes, cairam rapidamente com a idade,
sendo 100% dos animais soronegativos com
trés semanas.

De acordo com a literatura, esses niveis de
anticorpos caem com a idade, em torno de
trés a quatro semanas (Otaki, et al., 1992;
Bulow et al., 1997; Cardona e Sommer,
2003). Cardona e Sommer, 2003, que
estudaram soroprevaléncia para VAIG em
um lote de frangos de corte, observaram
gue o0s niveis de anticorpos maternos
cairam totalmente com quatro semanas,
com o lote voltando a soroconverter com
cinco semanas e apresentando 100% de
soroconversao ja com seis semanas de
idade. Neste trabalho, observamos que
apos a queda dos anticorpos maternais, que

ocorreu entre a primeira e a terceira
semana, os lotes mantiveram-se 100%
soronegativos até 12 semanas de idade,
comegando a soroconversdo com 17
semanas. Isto pode demonstrar uma
adequada biosseguranga na granja de
matrizes, onde n&o houve contato ou
circulagdo do virus até 12 semanas. Em
lotes de frangos de corte praticamente n&o
existe biosseguranca e ainda € muito
freqlente a reutilizagédo de cama por duas
ou mais rodadas de lotes, o que facilitaria a
circulagédo e infecg&o natural pelo virus
precocemente apds a queda de anticorpos
passivos de acordo com o trabalho citado.

Segundo Cardona (2000b), o fato da ave
nao apresentar anticorpos apds a gueda da
imunidade passiva, nao elimina a
possibilidade do virus estar presente na
granja j& no momento do alojamento de
pintos de um dia.
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Segundo as instrugdes do “Kit" comercial
IDEXX, os grupos com razao S/N superiores
a 0,6 sao considerados negativos e entre 0
a 0,6 sao considerados positivos para
presenca de anticorpos contra o VAIG.
Brentano (2000), correlacionou valores S/N
em ELISA com niveis de anticorpos
neutralizantes contra o VAIG em amostras
de soros de galinhas e observou que os
grupos da razao S/N entre 0,0 a 0,2
representam niveis de anticorpos
necessarios para prote¢do passiva da
progénie e os valores compreendidos entre
03 e 0,6 indicam niveis baixos e
insuficientes para esta protegao.

O lote C, conforme demonstrado na Tabela
2, foi testado com seis, 12 e 17 semanas,
apresentando nos dois primeiros testes
100% e no ultimo 80% de soronegativos e
20% de anticorpos presentes nao
protetores. Isto poderia indicar inicio de
exposicao ao virus, com niveis de
anticorpos ainda baixos. Em contrapartida,
em outro lote na mesma granja, testado com
17 semanas, foi observado 100% de aves
soropositivas.  Supde-se  entdo, que
provavelmente a exposicdo ao virus esta
ocorrendo entre a 122 e 15 semanas, com
o inicio da soroconversdao com 17 semanas,
ja que segundo Hoop (1992), anticorpos
anti-CAV podem ser detectados de 3 a 4
semanas apds a infecgao.

Como nao acompanhamos os intervalos
semanais sequenciais dos lotes, nao &
possivel precisar qual foi o periodo exato
em que as reprodutoras entraram em
contato com o virus. Também é muito dificil
precisar qual foi a fonte de infeccdo, se o
virus ja estava na granja ou foi introduzido,
porém é importante levar em conta que, de
lote para lote, a idade em que ocorre a
infeccdo nao variou muito. Os resultados
sugerem que as aves se infectam na recria,
apos 12 e antes de 17 semanas. Antes de
28 semanas, quando comeca a fase
produtiva, a grande maioria das aves ja
estaria soropositiva com elevados niveis de
anticorpos considerados protetores para a
progénie (Figura 3).
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No nosso trabalho, nao  ocorreu
desuniformidade no percentual de animais
soropositivos e soronegativos dentro de um
mesmo lote testado entre um dia e 12
semanas, ja que 100% dos animais
testados nessas idades foram soropositivos
ou soronegativos. Observamos também
que o lote com 21 semanas tinha apenas
3,7% de animais soronegativos. Porém
observamos que existe desuniformidade
entre lotes, j& que numa mesma granja
diferentes lotes de 17 semanas, testados
em dois momentos diferentes, apresentaram
80% e 0% de soronegativos
respectivamente (Figura 3).

Brentano (2000), estudando Iotes de
matrizes de corte com idades de seis a 12
semanas observou que eles apresentaram
alto grau de desuniformidade nos niveis de
anticorpos, com 42% de aves
sorologicamente negativas, 50% das aves
com niveis de anticorpos considerados
protetores e 7% com niveis baixos (razao
S/N 0,3 a 0,6). Essa desuniformidade entre
positivos e negativos se mantém entre 13 e
18 semanas de idade, com aumento do
numero de aves com titulos protetores de
anticorpos, que passam a 61,70% das aves
nesta faixa de idade.

As Figuras 4 e 5 mostram as taxas de
animais soropositivos por ELISA para VAIG
e o percentual de anticorpos considerados
protetores dentre estes positivos de lotes de
matrizes pesadas em diferentes fases de
postura. A presenca de uma pequena
porcentagem de aves negativas e/ou com
niveis ndao protetores de anticorpos dentro
dos lotes ja em fase de postura, indica
ainda haver riscos da transmissao vertical
do VAIG. Uma inadequada transferéncia
nos niveis de imunidade passiva a progénie
tornaria esses pintos susceptiveis a infeccao
e a apresentagdo de sintomas clinicos nas
primeiras semanas de vida, sendo que estes
se tornariam fonte de contaminagao
horizontal dentro do lote de frangos.
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Figura 4. Taxas de animais soropositivos em ELISA para o Virus da Anemia Infecciosa das
Galinhas de lotes de matrizes pesadas em diferentes fases de postura.
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Nossos resultados concordam com os de
Brentano (2000), que descreve que ainda
sdo encontradas entre aves matrizes
pesadas com 25 a 70 semanas de idade,
uma média de 3,0% de aves com anticorpos
no ELISA em niveis ndo protetores ou
negativos, indicando que ainda ha lotes de
matrizes em produgdo com a presenga de
aves que oferecem riscos a transmissao
vertical do VAIG.

Ja no frabalhc de Canal (2000), que
analisou diferentes lotes de matrizes
pesadas de seis a 55 semanas de idade em
03 Estados da regido Sul do Pais, foi
encontrado um percentual de 41,36% de

aves com titulos considerados né&o
protetores para a progénie.

A Figura 6 resume o perfil sorologico
observado na granja de matrizes desde o
alojamento das aves no primeiro dia até as
fases do periodo de producdo. Notamos que
ha indicios de wuma tendéncia de
disseminagdo gradual de exposicdo ao
virus, culminando com uma soroprevaléncia
média superior a 95% das aves ja em idade
produtiva. Os resultados individuais de cada
um dos lotes testados indicaram que a
populacdo de aves negativas se limita
principalmente aos lotes de trés ate 17
semanas de idade.
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Figura 6. Taxa de animais soropositivos em ELISA para o virus da anemia infecciosa das
galinhas de lotes de matrizes pesadas em diferentes idades, com percentual de anticorpos

considerados protetivos dentre esses positivos.

Esses resultados demonstram claramente a
realidade de campo, na qual os lotes podem
variar entre si quanto a soroconversao ao
VAIG, dependendo de diferentes fatores,
tais como biosseguranca, manejo, tempo de
producao de matrizes no local ou sinergismo
do virus com outros agentes
imunossupressores, como micotoxinas e
infecgdes virais.
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Como visto anteriormente, a AIG se
manifesta apenas em aves infectadas nas
primeiras semanas de vida, enguanto aves
adultas, apesar de susceptiveis a infecgéo
soroconvertem, mas nao desenvolvem a
doenga clinica, indicando gue o controle da
AlG é baseado na transferéncia de
imunidade passiva das matrizes a progénie
e controle no rigor do programa de
biosseguridade adotado,




Segundo os dados obtidos, apés a queda
dos anticorpos passivos, que ocorreu entre
uma e trés semanas, as aves se tornaram
susceptiveis ao virus, e ao aparecimento da
a doenga clinica, ja que essa idade é
considerada critica. Porém, nunca foi
observado nenhum indicio de problemas
relacionados com a infecgé@o pelo VAIG nas
matrizes com essa idade, o que pode ser
explicado pela falta de desafio viral que é
comprovado pela presenga de 100% de
animais soronegativos de trés a 12
semanas. Isto mostra a existéncia de uma
boa bioseguranca adotada na granja de
matrizes, contrastando com as observactes
de Cardona, 2003, onde em granjas de
frangos, onde os niveis de anticorpos
maternos caem totalmente com quatro
semanas e o lote volta a soroconverter com
cinco semanas, apresentando 100% de
soropositivos ja com seis semanas de idade.

Apesar de nao podermos precisar qual foi o
periodo exato em que as aves entraram em
contato com o virus, qual foi a fonte de
infeccao, e nem se o virus ja circulava na
granja ou foi introduzido de fonte externa, é
provavel que os lotes tenham ficado
soronegativos durante grande periodo na
recria devido a uma melhora significativa
nos procedimentos a biosseguranga da
granja, pois em anadlises feitas ha
aproximadamente trés anos atras por
laboratério terceirizado, lotes com oito
semanas de idade nessa granja se
mostraram soropositivos.

Algumas reflexdbes sobre a origem e
circulagdo do virus na granja foram
realizadas durante este estudo. O fato de
gue 100% das matrizes com um dia tém
niveis de anticorpos protetores e que apos a
gueda dos anticorpos passivos os lotes sé
soroconvertem por volta de 17 semanas de
idade indica que seria pouco provavel que o
virus tenha vindo da origem, através de
transmissao vertical.

Os circovirus sao altamente resistentes as
condigbes ambientais. Os galpdes de recria
sdo ocupados por lotes de matrizes que
entram com um dia e sdo transferidos para
os galpoes de reproducao com 21 semanas

de idade. Estas aves se infectam, eliminam
o0 virus nestes galpées e soroconvertem
neste intervalo, como comprovado na Figura
3. O fato de que as aves, apds a queda dos
anticorpos passivos permanecem nove
semanas sem soroconversao, indica que ha
um bom controle ambiental do virus atraves
de adequada limpeza e desinfeccao dos
galpdes, entre a saida de um lote de aves
adultas e a entrada de um novo lote com
aves jovens.

Porém pensou-se também na possibilidade
de que pequenas quantidades de particulas
virais tenham permanecido no ambiente, e
as medidas de manejo adotadas na fase
entre 12 e 15 semanas estariam
possibilitando a disseminagao do virus que
poderia ter infectado algumas aves do
plantel, e se disseminando para o restante
das aves do galpao.

Um das praticas de manejo realizadas
nessa fase, onde ha redistribuicdo de aves
entre os galpdes, € a sele¢cao 100%. Entre
a 13? e a 152 semanas de idade, ¢ feita uma
selegao 100% nos lotes, que consiste em
separar os animais por categoria de peso,
entre leves, médios e pesados, e redistribui-
los dentro da faixa de peso determinada
entre os diferentes compartimentos
chamados de “boxes” dentro do galpao.

Vacinacbes multiplas e outros fatores
estressantes também sao realizadas entre
12 e 15 semanas e envolvem grande
movimentagcdo de animais, pessoas e
equipamentos dentro do'lote.

Nao podemos descartar também a
possibilidade do virus ser introduzido no
plantel na ocasido destas praticas ou de
outras gue ndo conseguimos identificar, tais
como pessoal, mudanga de niveis
nutricionais e volumes de ragdo e outros
fatores estressantes considerados cruciais
nesse processo de disseminacao viral.

A Figura 7 mostra as variagdes maxima,
minima e a média com o desvio padrao nos
niveis de anticorpos das amostras testadas
em cada lote.
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Figura 7. Valores médios, maximo, minimo e desvio padréo da raz&o S/N no teste ELISA para
lotes de matrizes pesadas em diferentes fases do ciclo produtivo.

Observou-se que a diferenga dos valores
maximo e minimo, assim como o desvio-
padréo foi muito pequeno no lote de um dia,
indicando uniformidade nos niveis de
anticorpos. Isto ocorreu provavelmente pelo
fato de 100% dos animais testados serem
provenientes de avés vacinadas num
mesmo momento. Observamos também que
nas idades de recria, 8 medida que estas
aves comegam a soroconverter, essa
variagdo em torno da média & maior, pois
aumenta o numero de aves com diferentes
niveis de anticorpos que, apesar de serem
considerados negativos dentro do ponto de
corte do “Kit", ja apresentam valores mais
proximos da positividade.

Observamos também que existe uma
variagao nos niveis de anticorpos protetores
nos animais dentro do lote, com variagdes
grandes, indicando que existem animais
com razao S/N muito préxima do ponto de
corte.
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5.2. Reacdo de Polimerase em Cadeia-
PCR

A utilizacdo da técnica de PCR para
diagnostico do VAIG teve como objetivo a
detecgdo de DNA do VAIG em “pools” de
orgdos de embrides com 20 dias de
incubagdo, proveniente de  matrizes
previamente testadas sorologicamente para
VAIG, através da  utilizagdo  de
inicializadores especificos a sequéncias de
DNA ja conhecidas do genoma de amostras
padrdao do VAIG. Os resultados de PCR
apresentam alta correlagdo com resultados
de isolamento viral in vivo, validando o PCR
como um método especifico de diagnéstico,
com a vantagem de obtermos o diagnéstico
rapido, em um a trés dias, em contraste com
duas a trés semanas necessarias nos
métodos de isolamento viral. (Brentano et
al., 2000).

Segundo resultado das analises feitas pelo
laboratério Simbios Biotecnologia, todas as
amostras testadas foram negativas para a
deteccdo do DNA do virus nos embrides
provenientes das aves estudadas.

As Figuras 8 e 9 mostram os resultados
obtidos da analise dos embrides.
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Figura 8. Eletroforese dos produtos de PCR de embrides em gel de poliacrilamida 10% corado
com nitrato de prata. Canaletas 1 a 5: lote J ; canaletas 6 a 10: lote |; canaletas 11 a 13 lote H.
A posicdo da banda de 228 bp do controle positvo & demonstrada pela seta. PM: peso
molecular (“50 bp ladder” - Pharmacia); C+: controle positivo; C-: controle negativo.
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Figura 9. Eletroforese dos produtos de PCR em gel de poliacrilamida. Canaletas 14 a 15: lote
H; canaletas 16 a 20: lote G; canaletas 21 a 25: lote F. A posicdo da banda de 228 bp do
controle positivo & demonstrada pela seta. PM: peso molecular (“50 bp ladder” - Pharmacia);
C+: controle positivo; C-: controle negativo.
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