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1.-INTRODUCAOD

A Bronguite Infecciosa das Galinhas (BIG)é uma doen
ca respiratoria de carater agudo, altamente contagiosa,de im
portancia econdmica para a indtstria avicola, principalmente
em plantéis de galinhas poedeiras, onde © prejuizo maior & a
gueda na produgao de ovos e a ma gualidade dos mesmos, além

de uma reducgao da eclodibilidade (SEVOIAN & LEVINE, 1957).

As perdas econdmicas decorrem, ainda,da mortalidade
de aves jovens (HOFSTAD, 1978), reducao do consumo de ragao e
ganho de peso {(PRINCE et alii, 1962) e a "sindrome nefrite -
nefrose" em frangos de corte e aves adultas {({WINTERFIELD &
HITCHNER, 1962; CUMMING, 1963; JONES, 1974; SILVA et alii ,

1979).




Em aves jovens, as lesbes sao mals expressivas no
trato respiratdrio (DELAPLANE & STUART, 1939) ,enguanto que
as aves adultas tendem a apresentar sintomas respiratorios
discretos; no entanto, os niveis de produgéo de ovos, embora

elevando-se apds o surto,nao chegam a atingir os niveis nor

mals (BROEDFCOT & SMITH, 1954).

Os sorotipos descritos, até hoje, sao em nimerc de
dez (JOHNSON & MARQUARDT, 1975), os guais nao oferecem imuni
dade cruzada satisfatdoria. O sorotipo Massachussets é consi-
derado como sendo o gque confere melhor protecao contra os ou

tros sorotipos (HOFSTAD, 1975).

No Brasil, o isolamento do virus da BIG foi realiza
do por HIPOLITO (1957). A partir daguela data, outros traba-
lhos foram efetuados no sentido de se estabelecer a prevalén
cia da bronguite infecciosa em nosso pals (HIPOLITO et alii,

1960/61; HIPOLITO & GODOY, 1963; HIPOLITO et alii, 1973).

Levantamento soroldgico utilizando-se aves de gran-
jas distribuidas por todo o Estado de Minas Gerais evidenci-
ou uma prevaléncia de 100% de anticorpos contra o virus da
BIG, nao tendo sido, entretanto, observados sintomas clini-

cos indicativos da doenca (HEREDIA et alii, 1978) .

Em granjas do Estado de Sao Paulo, uma alta preva -
léncia de anticorpos anti-virus da BIG foi constatada (HSIUNC
et alii, 1978). Estudos sobre aspectos clinicos e anatomo-pa
tologicos da "sindrome nefrite-nefrose" foram descritos ( HI

POLITO et alii, 1973; SILVA et alii, 1979).




Mais recentemente, foi realizado um trabalho de pa
togenia comparada de duas amostras de virus da BIG isoladas

de campo (RESENDE, 1983).

Embora a vacinacao contra a BIG tenha sido oficiai—
mente liberada (BRASIL, 1977), naoc houve, ainda, gualquer le
vantamento dos sorotipos existentes no Brasil, estudo da pa
togenia, viruléncia, caracteristicas antigénicas e prevalen-—

cia de sub-tipos do virus.

As vacinas, usadas no pais, foram produzidas, inici
almente, a partir de virus vivo, utilizando-se a amostra im
portada "HOLLAND" H-120 (BRASIL, 1977/1980). As vacinas coOn
tendo virus vivo conferem boa protegao inicial contra a in
feccdo, entretanto, o titulec e a duragao dos anticorpos Ppro
duzidos dependem do grau de atenuacao da amostra vacinal e
da idade das aves(HITCHNER et alii, 1964; WINTERFIELD, 1967/
68: GOUGH & ALEXANDER, 1979) e, além disso, acarretam conse-
giiéncias indesejaveis, tais como: disseminagao do virus a
plantéis susceptiveis da area; reagao vacinal que pode fun -
cionar como fator de "stress" predispondo as aves a outras
infecgdes, especialmente infeccOes respiratOrias; gueda na
producao de ovos e, ainda, possivel contaminagao com outros
agentes patdgenos (CHRISTIAN & MACK, 1957: BERRY, 1965; MC
MARTIN, 1968; MCDOUGALL, 1969:; HROTMATKA & RAGGI, 1970) vei

culados acidentalmente na vacina.

Atualmente, os laboratorios de produtos de uso vete

rindric estdao ampliando suas linhas de producao,apresentando




as vacinas aviarias, também, sob forma de emulsao oleosa. As
vacinas oleosas para uso em medicina veterinaria tém se mos
trado eficazes quanto a protegao esperada e se constituem
num campo promissor.para o desenvolvimento de técnicas mais
aprimoradas para o combate a diversas enfermidades animais

(RIVENSON, 1979}.

0 uso de adjuvantes em emulsao do tipo agua-em- o -
leo, como potenciadores da resposta imunitaria a inGmeros an
tigenos, tem sido estudado ha vériasrdécadas (FREUND et alii,
1948; TALMAGE & DIXON, 1953; MCKINNEY & DAVENPORT, 1961; HER
BERT, 1966/68) e representam uma esperan¢a no sentidc de pro
moverem o aparecimento de uma imunidade de longa duracao (HIL
LEMAN, 1967). Tais adjuvantes parecem atuar das seguintes ma
neiras: a) no local da inoculagdo se forma um depdsito ~ que
libera lentamente o antigeno emulsionadc ; b) a emulsao ser
ve para transportar o antigenc a miltiplos focos de todo O
sistema linfatico; c) formam-se reagoes granulomatosas no
ponto de inoculagao em pontos focais de todo o organismo,gque
consistem de emulsao oleosa circundada por células mononucle
ares (macrdfagos, linfdcitos e células plasmaticas) muito e
ficazes na sintese de anticorpos. O papel dos macrofagos tem
muita import3ncia, uma vez gue eles ingerem as emulsoes oleo
sas, tanto no local da injecao como no sistema reticuloendo-
telial da zona afetada, e a cinética da endocitose e a diges
t3o0 da emulsdoc sac decisivas para o resultado do processo de
imunizacao e para qualquer manifestacao toxica que possa [e)

correr (OMS, 1976 ).A atividade dos macrofagos, nas aves,nac




foi ainda adeguadamente estudada, mas os dados disponiveis in
dicam que, em geral, as fungSes acessOrias e efetoras sao as
mesmas dos macrofagos de mamiferos (SHARMA & TIZARD, 1984);d)
o efeito adjuvante & verificado em, pelo menos, duas subpopu-
lagoes de células T. A atividade das células T pré- citotdxi-
cas € diminuida através de células supressoras, enquanto que
a fungao das células T envolvidas com o estimulo da produgao

de células B € aumentada {(REINISCH et alii, 1976).

Na situacao atual da indfistria avicola brasileira, ©
uso de vacinas oleosas esta cada vez mais difundido,em virtu-
de da facilidade de se poder administrar, em aves matrizes e
em aves comerciais para postura, uma unica dose no inicio da

postura, evitando, assim, grandes perdas economicas.
0 presente trabalho visou comc objetivos:

a) producao de uma vacina inativada oleosa experimen
tal contra BIG, a partir da amostra Massachussets-41,que apre-
sentasse caracteristicas fisicas ideais de estabilidade e vis

cosidade, e cuja técnica fosse de facil preparo;

b) observar a resposta imunitaria e a protecao con -
tra as manifestagoes clinicas e patoldgicas, conferidas pela
vacina, em aves gnotobidticas (GN)} e em aves livres de agen -
tes patégenos {(SPF} ,frente ao desafio com uma amostra de cam-

po local.




2. REVISAC DE LITERATURA

2.1. - Uso de adjuvantes oleosos

FREUND et alii (1948) estudaram os efeitos adjuvan-
tes de varias substancias, utilizando como antigeno uma vaci
na contendo S. typhi, inativada com formalina. Como emulsifi
cadores foram empregados: Falba, lanolina, Arlacel A, 'Tween
80, lecitina e cera de abelhas, além de combinacoes de miri-
cina mais colesterol e miricina mais acido oleico. Para a fa
se oleosa da emulsac foram usados d6leo de parafina ou oleo
de amendoim. Preparagoes contendo a vacina, com ou sem adju-

vantes, foram inoculadas profundamente no tecido subcutaneo




de coelhos em ambos os lados da regiao escapular. A produgao
de anticorpos aglutinantes contra S. typhi foi aumentada
guando os autores incorporaram o antigeno 3 emulsdao agua-em-
6led preparada com O0leo de parafina com os emulsificadores
Falba, lanolina ou Arlacel A ou, ainda, miricina combinada
a colesterol. A adigaoc de micobactérias mortas (M. butyricum,

M. tuberculosis ou M. phlei) as diferentes emulsoes testadas

aumentou © nivel de anticorpos de modo significativo.

BERLIN (1960) trabalhando com varias formulacoes de
vacinas emulsificadas contendo virus de influenza do tipo A,
amostra PR 8, inativado com formalina a 1:1000, procurocu es
tabelecer as relagoes existentes entre as propriedades £fisi
cas das vacinas oleosas e o efeito adjuvante na producao de
anticorpos. As emulsoes preparadas foram inoculadas em camun
dongos albinos de 20 a 30g, no tecido subcut@neo da regiao
dorsal. Os titulos de anticorpos foram medidos pelo teste de
inibigao da aglutinacao com antigenoc homdlogo. As proprieda-
des fisicas das vacinas foram testadas quanto ao tipo de e
mulsao, viscosidade e estabilidade. O autor concluiu gue a
relacao entre a viscosidade e o efeito adjuvante é inversa ,
ou seja, guanto mais alta a viscosidade mais reduzido é o e
feito adjuvante. Ja a relagaoc entre a estabilidade da emul
sao e o efeito adjuvante pareceu ser mais complexa. A insta-
bilidade das emulsOes preparadas foi verificada atraves do
aspecto cremoso das mesmas, bem como, coalescencia de gotas

e separacao total das fases liguida e oleosa. Neste experi -




mento, © tempo de estocagem decorrido antes da completa sepa

ragao das fases a 37°C foi usado como medida de estabilidade.

HERBERT (1968} inoculando camundongos, por via sub-
cutanea, com dose Unica de ovalbumina altamente purificada e
em emulsao do tipo agua-em-dleo, obteve titulos de anticor -
pos 500 vezes maiores gue os estimulados pela mesma dose sem
adjuvante, e gue permaneceram em niveis altos por pelo menos
um ano. Nem o Oleo, nem o emulsificante, nem a emulsao por
si propria, cguando injetados em pontos diferentes dague le
do antigeno, estimularam uma resposta desse tipo. A requsta
ndao foi afetada por inoculagdo sub-cutanea simultanea de an
ti-ovalbumina, ou por inoculagao posterior de um antigeno di
ferente em emulsao agua-em-0leo ou ovalbumina em salina. Foi
detectada ovalbumina em emulsao retirada de camundongos 544
dias ap0s a inoculagac e sua vida média dentro da emulsac foi
verificada ser de aproximadamente 90 dias. As observacoes in
dicaram gue este tipoc de adjuvante pode exercer seu efeito
unicamente pela liberagao gradativa dé minimas cguantidades
de antigeno durante um longo periodo de tempo.

A Organizacao Mundial de Saude (1976), através de
um grupo cientifico internacional, apresentou uma revisao so
bre adjuvantes imunoldgicos para usc humano e para animais
de laboratdrio enfocando os aspectos de seu emprego na imuno
terapia de ﬁumores, suas agBes sobre as celulas do sistema
reticuloendotelial, seus efeitos sobre as diferentes classes

de anticorpos, bem como ativacao de macrdofagos e, ainda, su




gerindo futuras investigagoes no gue concerne a emulsoes do
tipo dgua-em-Gleo, guais sejam: 1) eliminar ou inativar as
lipases do antigeno, cue hidrolisam as emulsoes acarretando
liberagao de acidos graXOS,'que provocam reacoes locais inde
sejiveis; 2) pesquisar outros Oleos minerais, emulsificantes
e estabilizantes biodegradaveis cujos produtos de decomposi-
ci0 ndo provoguem reagbes inflamatérias excessivas. 0s adju-
vantes citados compreendem os de depdsito (hidrdxido de alu-
minio e emulsdes oleosas), corineformes anaerdbias, bacilo

de Calmette-GCuérin e Bordetella pertussis.

2.2. - Vacinas oleosas contra Doenga de Newcastle e contra

Bronquite Infecciosa das Galinhas

LEVY & ZAKAY-RONES (1973) descreveram um método de
preparagéo de vacina contra a Doenga de Newcastle, inativada
com betapropiolactona a 0.2% e incorporada a uma mistura de
adjuvante incompleto de Freund (1 parte de Arlacel A + 9 par
tes de Bayol F) contendo 2% de Tween 80. Aves de 4 a 7 sema
nas de idade foram inoculadas por via IM ou subcutanea e ni
veis de anticorpos inibidores da hemaglutinacac persistiram
por longo periodo. A imunidade conferida protegeu contra o]
desafio com 2 X 105 DIE50 de uma amostra virulenta de virus

da Doenca de Newcastle administrada intramuscularmente ou

por contato.
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CESSI & NARDELLI {(1974) testaram uma vacina oleosa
contra Doenga de Newcastle em aves com 21 dias de idade: um
grupo sem anticorpos maternos e outro grupo originado de um
plantel imunizado. 0 virus foi inativado com betapropiolacto
na a 1:1000 por 2 horas a 37°C. Apds o teste de inocuidade em
ovos embrionados, uma parte do virus inativado foi homogenei
zado com trés partes de uma mistura de adjuvante incompleto
de Freund {1 parte de Arlacel 80 + 9 partes de Marcol 52). A
vacina final, armazenada em refrigerador (de 4° a 8°C) ou
a3 temperatura ambiente (2000),reteve sua poténcia por peld
menos um ano. Os niveis de anticorpos das aves inoculadas na
terceira semana de idade subiram rapidamente até atingir e}
pico na guarta semana apds a vacinacao, declinando-depois ’
mas mantendo niveis satisfatdrios até a vigésima semana. Com
a revacinagao nesta época subiram novamente os niveis de an
ticorpos, gue permaneceram elevados até a 63a. semana de Vi
da. Quanto a influencia dos anticorpos maternos, em aves com
altos niveis de anticorpos passivos até trés semanas de ida
de, os experimentos mostraram a existéncia de interferencia,
inversamente proporcional & idade das aves e.praticamente au

sente apOs a terceira semana de vida.

GOUGH et alii (1977) avaliaram a resposta imunitd -
ria a vacinas inativadas oleosas mono e bivalentes contra
Doenca de Newcastle e Bronguite Infecciosa. Ambos os virus
fbram inativados com betapropiolactona a 0,05% a 37°C duran

te 90 minutos e concentrados por centrifugagao a 30.000g du
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rante 30 minutos. Como adjuvantes foram utilizados © incom -
pleto de Freund e o BRL 5907 (RNA fita dupla isolado de um
micdfago) . Usando essas mesmas vacinas como reforco secunda-
rio as 13 semanas de idade foi produzida uma respésta acen -
tuada de anticorpos por até dez semanas, qﬁando houve grande
resisténcia ao desafio com virus da BIC no grupo de aves Va
cinadas com vacina bivalente. Essa resposta secundéaria foi
mais significétiva quando precedida de uma vacinacao prima -
ria com vacina bivalente viva, que por si s nao estimulou u
ma boa resposta de anticorpos. A revacinagao com vacina biva
lente inativada contendo o adjuvante BEL 5907 vproduziu uma
resposta sgcundéria melhor gue no grupo gue recebeu somente
vacina bivalente. Quando as vacinas mono e bivalentes inati-
vadas foram usadas na primeira vacinagao a resposta de anti
corpos nao foi boa. Entretanto, a revacinagao com a mesma
vacina bivalente inativada melhorou significativaménte a res

posta.

STONE et alii (1978) estudaram a influéencia da com
. - - . - - -

posicao de emulsces do tipo agua-em-0leo em suas caracteris-
ticas fisicas. Foram preparadas diversas vacinas experimen -
tais tendo em suas fases aguosas os virus da Doenca de New
castle (La Sota), Influenza aviaria (A/turkey/Wisconsin/68)e
da Bronguite Infecciosa {(Massachussets), concentrados 25 ve
zes, respectivamente. Outra vacina foi preparada cOm uma sus

pensac a 5% de M. gallisepticum. Na fase oleosa foi utiliza-

do o &leo mineral Drakecl 6 VR e os emulsificadores Arlacel
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A, Arlacel 80, usados isocladamente ou em combinacao com Tween
80, emulsificante da fase aguosa. A proporcao das fases 11
guida e o;eosa que garantiu melhores caracteristicas fisicas
de estabilidade e viscosidade foi de 1:4, respectivamente, a
gual foi acrescentado 4% de Tween 80. As emulsoes contendo
Tween 80 na fase liguida e Arlacel A ou Arlacel 80 na fase
oleosa apresentaram viscosidade mais baixa que emulsoes con
tendo apenas um emulsificante da fase oleosa. As vacinas pre
paradas com emulsificantes nas duas fases permaneceram .esta
velis por mais de doze semanas a 37°C e induziram uma boa reé
posta de anticorpos em aves 'SPF vacinadas entre 4 e 8 sema

nas de idade com 0,5 ml, na regiaoc dorso-anterior do pescogo.

BOX et alii (1980) prepararam vacinas experimentais
oleosas mono e bivalentes contra Doenca de Newcastle e con
tra Brongquite Infecciosa e as testaram em trés grupos dife -
rentes de 50 aves comerciais de postura que serviram Ccomo
controles. ‘As 150 aves comerciais obedeceram ac esguema noxr
mal de vacinacdes contra Doenca de Newcastle,vacina viva no i@
dia de vida, na 4a. semana contra Doenga de Newcastle e Bronquite Infec-
ciocsa,contra Bronguite na oitava semana e contra encefalomielite as 13
semanas.O 19 grupo foi vacinado &s 16 semanas com 0,5ml de vacina oleosa
contra BIE manovalentgpor via irntrammscular. O 29 grupo recebeu 0,5ml por
via intramuscular, de vacina bivalente oleosa contra Doenca
de Newcastle e BIG. O terceiro grupo nao foi vacinado as 16
semanas e o grupc de 10 aves SPF nao recebeu gualouer esque

ma de vacinacaoc prévio e também nao foi vacinado as 16 sema




nas. As 31 semanas de vida e no pico da produgac de ovos, to
das as aves foram desafiadas com 10°’° DIE/ml de uma amos-
tra virulenta de virus da BIG, do tipo Massachussets,sob a
forma de aerossOis. As aves gue nao receberam vacina oleosa,
mono ou bivalente, #s 16 semanas, mostraram acentuado decli
nio na producao de ovos mesmo tendo recebido duas doses ante
riores de wvacina viva atenuada contra BIG. Em contraste, as
aves imunizadas no inicio da producao com vacina monovalente
olecsa contra BIG ou combinada com vacina contra Doenga de
Newcastle nao apresentaram cueda alguma na producao de ovVOs
apbs © mesmo desafio. As aves SPF guando desafiadas pararam
guase gue completamente a postura. Em aves revacinadas com
vacina oleosa, os niveis de anticorpos inibidores da hemaglu
tinacao contra o virus da BIG mostraram uma elevacac ce me
nos de 5 log2 na época da vacinac¢ao para mais de 10 1092 qua

tro semanas apOs.

STONE et alii (1980) avaliaram a eficiéncia de trés
vacinas oleosas comerciais contra a Doenca de Newcastle, ven
didas na Europa, e uma vacina americana inativada contendo
nicroxido de aluminio(Al(OH),).0 teste fol realizado pela primovacinacao
em frangos ce corte suscetiveis e pela vacinacao secundiria & poedeiras
comercials previarente immizadas com vacina viva.A avaliacao foi basea-
da na resposta de antiocorpos inibidores da hemaglutinagao e protegac con

tra o desafio com virus neurotropico ou velogénico viscerotropico da Doen

ca de Newcastle. As vacinas oleosas induziram titulos mais eleva-

dos e constantes. Com uma excecac, todas as aves vacinadas
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com vacinas olecsas e desafiadas foram protegidas contra a
doenca clinica, gueda na produgao de ovos e diminuicgao da
gualidade dos ovos. A vacinagao ndo preveniu a infecgao com

os virus de desafic.

STONE et alii (1981) compararam trés vacinas oleo
sas experimentais contra Doenca de Newcastle para determinar
se a imunogenicidade € influenciada por diferengas na compo-
sicao da emulsac. As vacinas usadas foram formuladas diferen
temente, mas a quantidade de antigeno (amostra La Sota) ina
tivado foi a mesma. As aves utilizadas receberam vacina viva
contra a Doenca de Newcastle na segunda e sexXta semanas de
vida e foram divididas em guatro grupos de 18 ou 19 aves ca
da. Tres grupcs foram revacinados as 22 semanas de vida com
0,5 ml, por via subcutanea, de uma das tres vacinas oleosas.
O guarto grupc nao foi revacinado. Vinte e oito semanas a-—
pds a revacinagao, metade das aves de cada grupo foi exposta,
via conjuntiva, ao desafio com 107'° DL., da amostra viscero
tropica velogénica Fontana 1083, isolada no surto de Newcas-
tle em 1971, na Califdrnia. 2 outra metade das aves foi desa
fiada 44 semanas apds a revacinagao com 10°’° DL;, da  amos
tra viscerotropica velogenica Largo, isolada de aves importa
das da Florida, considerada mais virulenta cue a Fmtana 1083,
As aves controles também foram desafiadas. Os criterios de
avaliacao foram morbidade, mortalidade e isolamento de virus
3 a 7 dias apds o desafic. As respostas sorologicas foram ve

rificadas atravées dos titulos de HI. De 56 aves vacinadas,55
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permaneceram clinicamente normais frente & exposicao dos vi
rus viscerotropicos velogénicos 28 a 44 semanas apds a reva-
cinagcao; guatro das 21 aves controles e todas as aves nao va
cinadas foram clinicamente afetadas ou morreram.

STONE et alii (1983) estudaram a influencia da for
mulacao na eficiéncia de vacinas oleosas experimentais con -
tra a Doenca de Newcastle. Diferentes emulsificantes, dife -
rentes proporgoes entre as fases liguida e oleosa e diferen-
tes concentracoes de antigeno foram comparados atravées da i
munizagac de aves com guatro semanas de idade. As vacinas
contendo emulsificantes da fase liguida (Tween 80) e da fa
se oleosa (Arlacel 80) induziram a formagao de anticorpos 1
nibidores da hemaglutinagac com titulos mais altos do gue va
cinas com apenas o emulsificante da fase oleosa. As vacinas
contendo ambos os emulsificantes foram também mais estaveis
a 37°C e menos viscosas. Vacinas contendo diferentes propor
coes das fases liguida e oleosa e diferentes dguantidades de
antigeno (1,2% a 50% do volume da vacina) induziram protecao

similar contra ¢ desafio.

BRUGH et alii (1983) compararam a imunogenicidale de
vacinas contra a Doenca de Newcastle preparadas com diferen-
tes adjuvantes em emulsac. O antigeno foi preparado a partir
da amostra La Sota. Na composicao das vacinas entrou antige
no mais Oleo mineral (Drakeol 6VR) acrescido dos emulsifican
tes Tween 80 e Arlacel 80 ou, entaoc, antigeno mais lipidesme
tabolizaveis como Oleo de amendoim, glicerina ou lecitina de

soja. B emulsificagéo se fez manual ou mecanicamente. As va
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cinas emulsionadas mecanicamente foram preparadas trés a qua
tro dias antes da inoculacao e estocadas a 4°c. Quando emul-
sificadas manualmente, o preparo deu-se no momento da inocu
lagac. No total foram preparadas doze vacinas. Aves SPF de 4
semanas de idade foram inoculadas subcutaneamente na regiao
do pescogo com 0,5ml. Cada uma das doze vacinas foi testada
num grupc de onze ou doze aves e dois grupos de doze aves fo
ram mantidos como controles. Aves vacinadas e nao vacinadas
foram desafiadas guatro a oito semanas apds a vacinagac, via
conjuntiva, com amostras viscerotropicas velogénicas Largo
ou Fontana, respectivamente, Os critérios de avaliagao foram
morbidade, mortalidade e isolamento de virus sete dias apOs
o desafic. As respostas sorologicas das aves inoculadas com
vacinas contendo 6lec mineral foram 10 a 100 vezes mais al -
tas gue as das aves inoculadas com vacinas preparadas com li
pides metabolizdveis (LM). Uma entre as 106 aves que recebe-
ram vacinas oleosas, 12 entre as 24 aves vacinadas com LM e
todas as 24 aves controles apresentaram a doenga clinica e
morreram apds o desafio. Cinco vacinas oleosas emulsificadas
manualmente apresentaram atividade adjuvante similar a 4 va

cinas oleosas emulsionadas por homogeinizagao convencional.




17,

2.3. Bspectos clinicos e andtomo-patoldgicos

HOFSTAD (1945) estudou a patogenia de uma = amostra
de virus da BIG em aves com 21 dias de idade, inoculadas pe
la via intratragueal. O aparecimento dos sinais clinicos de
doenga, tais como espirros, dispnéia, rongueira, ocorreu a
partir de 18 h.a.i. O Gnico achado macroscdpico  encontrado
em aves sacrificadas e necropsiadas foi uma tragueite discre
ta com exsudato na luz tragueal.

PRINCE et alii (1962) estudaram o efeito da ventila
cao no desempenho de aves inoculadas com o virus da BIG. Qua
tro grupos de 20 aves com idade entre quatro“a oito semanas
foram utilizados,sendo gue em deis deles as aves foram inocu
ladas com o virus e dois grupos permaneceram como controles.
Em cada um dos grupos a ventilacao foi de 3/4 e 2 cfm por
ave. O consumc alimentar e o ganho de peso foram significati
vamente reduzidos devidc 3@ infecgao. Embora nao significante,

o consumo alimentar tendeu a ser mais elevado na presenca ca

taxa de ventilagaoc mais alta.

PURCELL & MCFERRaAN (1972) pesguisaram a patogenici-
dade de uma amostra irlandesa do virus da BIG (VF 70-733, so
rotipo Massachussets) para aves SPF com doze semanas de ida
de, inoculadas com 105,75 DIEc, através de aerossdis. Todas

as aves infectadas apresentaram distiirbios respiratorios l{es

pirros, obstrucdc nasal, dispnéia) entre 48 e 312 h.a.i. As
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-

jesdes macroscdpicas se localizaram na traguéia, sacos ae
reos e rins. O virus foi isolado da traguéia, de 24 a 288 h.
a.i., dos sacos aéreos, de 24 a 312 h.a.i. e dos rinms, de 24
a 336 h.a.i. |

JONES (1974) estudou a patogenia do virus da BIG, a
mostra M-41 em aves SPF com 30 semanas de idade. Inoculou um
grupo de aves (A) por via intratragueal, outro grupo (B) pe
1a via endovenosa e outro {(C), pela via intra-oviduto. Dis -
tiirbios respiratdrios (espirros, dispnéia, respiracao bucal
e rongueira pulmonar) foram encontrados no grupo A, a partir
de 48 h.a.i., no grupc B, a parﬁir de 72 h.a.i., € no grupo
C, a partir de 96 h.a.i. As aves dos grupos B e C apresenta-
ram letargia e & necrOpsia apresentaram lesdes macroscOpicas
nos rins {(hipertrofia e descoloragao) e carcagas desidrata -
das. O virus foi isolado dos rins, traguéia e pulmoes dos
tres grupos.

SPRINGER et alii (1974) pesguisaram a patogenia de
uma amostra atenuada do virus da BIG (sorotipo Massachussets )
em aves gnotobidticas (GN) com cinco dias de idade, inocula
das por via intranasal com duas gotas de suspensao virica
contendo 107'8 DIE50/0,2 ml. Todas as aves apresentaram sin
tomas clinicos de doencga respiratdria (espirros e coriza com
exsudato seromucoso)entre 72 e 168 h.a.i. Nenhuma ave morreu.
As aves foram sacrificadas e os achados de necroOpsia se resu
miram em uma discreta aerosaculite.

MACDONALD & MCMARTIN (1976) compararam a patogenici

dade da amostra vacinal "Holland" (sorotipo Massachussets)
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em dois niveis de atenuacao: Hg,, menos atenuada e leo,mais
atenuada. Inccularam aves SPF com um dia e com dcze semanas
de idade. Utilizaram dois grupos com a mesma idade, sendo que

um recebeu 0,05 ml de uma suspensac virica contendo 0,5 x

4,1 3,7

10 DIE50 (H120) e o outro, 0,05 ml de 0,5 x 10 DIE

50
(H;,) via intratraqueal. Os dois niveis de atenuagao causa -
ram distlrbios respiratorios (espirros, obstrugac nasal com
respira¢ao bucal e ronqueira pulmonar) ﬁas aves de ambas as
idades. Os virus foram isolados dos rins das aves infectadas
com a amostra H52. Nao houve mortalidade nos gruvos infecta-
dos com H

mas com H chegou a 30% nas aves com um dia

1207 52
de idade e a 10% nas aves com doze semanas. O virus foi iso-~

lado da traguéia e pulmao em aves de ambas as idades e com

as duas amostras.

RESENDE (1983) estudou a patogenia comparada de duas
amostras brasileiras do virus da BIGC em aves gnotobioticas(C
N) e livres de patdgenos (SPF}. As aves GN e SPF apresenta -

ram sintomas clinicos, lesoes macroscOpicas e resposta soOro-

4,8

ldgica diferentes, gquando expostas a 10 DIE da amostra

5,0

50

DIE50da amostra 29-78. As aves @GN infectadas com

as amostras 208 e 29-78 apresentaram sintomas clinicos menocs

208 e 10

acentuados (espirros menos fregiientes, auséncia de obstrugao
nasal e rongueira pulmonar) do gque as aves SPF. Ambas as a
mostras provocaram congestao da mucosa dos cornetos e seios

nasais infra-orbitarios, tragueite e conjuntivite discreta ,
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com presenca de exsudato seromucoso (aves GN) e mucopurulen-
to (aves SPF). Nas aves GN os achados de necropsia e clini -
cos ocorreram entre 48 e 72 h.a.i., para a amostra 29-78 e
nas aves SPF entre 24 e 48 h.a.i. Nas aves SPF os achados de
necropsia e clinicos ocorreram a partir de 24 h.a.i. para

ambas as amostras.




2. MATERIAIS E METODOS

- 3.1. Amostras de Virus

3.2. Amostra 208

A amostra 208 (sorotipo Connecticut) foi isolada
em 1973, a partir de swabs tragueais de poedeiras comer -
ciais adultas apresentando sintomas respiratorios tais co
mo: espirros, dispnéia, rongueira, apOs a terceira passa-
gem consecutiva em ovos embrionados de galinha (0OEG) com
dez dias de incubacao, via cavidade alantdide, pelo Prof.

Mauricio Resende, no bepartamento de Microbiologia do Ins-
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tituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Mi
nas Gerais. Esta amostra foi mantida liofilizada a ~20°C.

O virus foi reconstituido com 1 ml de PBS (Phospha-
te Buffered Saline) esteril, pH 7,2, diluido a 1:10 com PBS
estéril, pH 7,2, testado guanto a contaminac¢ao bacteriana em
caldo BHI* e tioglicolato** incubados a 37% por 72 horas, e
inoculado, via cavidade alantoide, em 10 OEG com 9-10 dias
de incubagaoc na guantidade de 0,2 ml/ovo. Apds 72 horas de
inoculagao, oito ovos foram colocados em geladeira (4°%c), au
rante a noite, para morte dos embrioes e retragao total dos
vasos sangiineos. O liguido alantdico foi coletado com serin
ga estéril, centrifugado a 6.000 rom por 30 minutos_em cen
trifuga refrigerada*** (4°C) para clarificagao. O sobrenadan
te foi separado, adicionado de 1 ml de solugao de antibiOti-
cos**** para cada 30 ml de liguido alantdico clarificado e
deixado em temperatura ambiente por 20 minutos. Foi feita u
ma prova de esterilidade e, a seguir, o liguido alantdico foi

distribuido em aliguotas de 5 ml, estocado a -70°% e conside

* Bacto-Brain Heart Infusion,0132-01,Difco, Detroit,Michigan,™5A.

*% Bacto-Thioglvoollate Medium, 0363-01,Nifco, Detxoit,Michigan,USA.

*** GGA rotor, Sorvall Super Speed, RC 2-B,Automatic Refrigerated
Centrifuge, Newton, Connecticut, USA.

*xk* Solucao de antibioticos 200 x 200: 1.000.000 u.i. penicilina G po-
tassica (Fontoura-Wyeth) + 1 g de sulfato de estreptomicina (Fontou-
ra Wyeth) + 5 ml Ge PBS, pH 7,2, filtrados em swinnex de 25 mm  com
membrana GSWP - 02500, 0,22 m, Millipore, Bedford,

Massachussets, USA.
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rado como "virus semente"; Os dois ovos restantes foram aber
tos 216 horas apds a inoculagdo e a atividade do virus da
BIG foi verificada através do aparecimento de lesbes tipicas
nos embrides: nanismo, enrolamento e presenca de uratos nos
mesonefros. Foi realizada, também, a prova ae hemaglutinagao
para o virus da Doenga de Newcastle e nenhuma atividade hema
glutinante foi constatada no liguido alantdico colhido as 72
e 216 h.a.i. Outra passagem, a partir do "virus semente” ,foi
efetuada em OEG com dez dias de incubag¢ao, nos mesmos moldes
da anterior e o liguido alantdide colhido foi chamado de "vi

rus de trabalho", estocado a -70°C e utilizado em todo © ex

perimento.

\

31.2. - Amostra M-41 (Massachusgets) -41}

A amostra M-41 foi cedida pelo Laboratdorio Hertape
e mantida a -70°C. 0 "virus semente” e o "virus de trabalho™

foram obtidos do mesmo modo que o da amostra 208.
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3.1.3 Amostra Beaudette

A amostra IBV-Beaudette V-114, apatogénica e adap-
tada em OEG, foi cedida pelo laboratdério do Prof. Bernard C.
Easterday (Dep. Vet. Science, Univ. Wisconsin, US2Z) e mantida
a -70°C. O "virus semente" e o "virus de trabalho" foram obti

dos do mesmo modo gue o da amostra 208.

3.1.4 Amostra Holland H-120

A amostra Holland H-120, de passagem desconhecida ,
foi cedida pelo laboratdrio de Doengas das Aves, da Escola de

Veterinaria da UFMG.
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3.1.5 Caracterizacao das Amostras

As amostras M-41 e 208 foram caracterizadas como
virus da BIG (MATHEWS, 1982) de acordo com as seguintes pro
vas: comportamento em OEG (BEAUDETTE & HUDSON, 1937); sore
neutralizagiao (PAGE & CUNNINGHAM, 1962); imunodifusao (PARI

SIS, 1965; LOHR, 1980). A amostra "Holland" H ‘(sorotipo

120
Massachussets) foi usada como virus de referencia em todas

as provas do eXperimento.

3.2 Producac da Vacina

3.2.1 Preparo do Antigeno

A amostra M-41 foi utilizada para a obtengac do an
tigeno. O "virus semente" foi diluido a 1:10 com PBS estéril,
pH 7,2, e inoculado em 32 ovos embrionados de galinha (SPF)
com dez dias de incubacao, na quantidade de 0,2 ml/ovo. Dois
ovos foram inoculados com 0,2 ml de PBS e outros dois ovos

foram inoculados com (0,2 ml da amostra H para controle

1207
Os embrioes mortos até 24 h.a.i. foram descartados. Os ovos
inoculados com a amostra M-41 foram abertos com 48 h.a.i. e

o liguido alantdico foi coletado assepticamente e centrifuaa
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do a 6.000 rom por 30 minutos em centrifuga refrigerada*. Do
total colhido no sobrenadante foram retirados 5 ml para a ti
tulagéo do virus e provas de esterilidade. O restante foi a
dicionado de uma mistura de solugao de antibidticos (idénti-
ca 3 utilizada na producdo dos "virus sementes") e estocado
a -70°C.

Para a titulacao do virus foram feitas diluicoes se
riadas do ligquido alantdico coletado (10_l a 10*8) e foram
inoculados cinco OEG, por diluicac, com 0,2 ml/ovo. Os em
brices mortos até 24 h.a.if foram descartados e a leitura dos
ovos continuou até 192 h.a.i., anotando-se os mortos, diaria
mente. O titulo, calculado segundo o método de REED & MUN-

CHEN (1938), foi de 10°'°

DIESO/O,2ml de amostra M-41.

A inativacdo do antigeno foi feita com betapropio -
lactona** (0,1%) durante 2 horas a 24°c. 0 volume (0,15ml)de
betapropiolactona, mantida em freezer a -20°c, foi diluido
er 10 ml de Agua destilada e adicionado & cquantidade total
do antigeno (150 ml) a ser inativado. Apds a inativagao, fo

ram retirados 20 ml do antigeno, utilizados para a prova de

infectividade residual e provas rotineiras de esterilidade.

* GSA Rotor, Sorvall Super Sveed, RC-2B, Automatic Pegricerated
Centrifuge, Newton, Connectitcut, USA.
** p-propiolacton (3-Hydroxy-propions aurelacton), P.A.

PM 72,06 Flucka AG Bucks SB, fabricagao suicga.




Para a prova de infectividade residual, ou seja,pre

senca de virus vivo apbs a inativacac, foram inoculados 10
OEG com 10 dias de incubagao e acompanhados durante 7 dias
para verificagao de lesbdes caracteristicas do virus da BIG

nos embrioes. As provas de esterilidade constaram de passa -
gem em caldo BHI e tioglicolato incubados a 37°C por 72 ho
ras. O antigeno, assim inativado e testado, foi adicionado
de 50% de sacarose* (solucao a 0,34 M)e liofilizado, segundo

técnicas padronizadas (ROWE, 1971).

3.2.2 prevarc da Emulsao

A vacina foi preparada sob forma de emulsaoc oleosa
dupla, isto &, redispersando a emulsao simples, do tipo a-
gua-em-6leo, em uma fase externa & base de salina (HERBERT ,
1978) .

A fase oleosa da emulsao constou de uma mistura de
&leo mineral (Drakeol 6 VR)** e de um emulsificante (Arlacel

A***) na proporcao de 9:1, gue foi filtrada**** e mantida a

* gucrose, Grade I, crystalline, Cat. n@ 5.9378, Sigma Chem-
ical Company, P.0O. Box 14508, St. Louis, Mo., 63178, USH.

** Drakeol 6 VR - Aldrich Chemical Company, Cat. n? 16.140-3,
DP.0. Box 355, Milwaukee, Wi., 53201, USA.

*** Arlacel A - Special 330 B - Mannide Monooleate, Sandria

Corporation, Box 7 - Bayside, N.Y., USA.
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-20°C. A fase licuida foi preparada a partir do antigéno lio
filizado,cmeentrade 15 vezes, e adicionado de uma solwao de salina ,
contenéo 2% de Tween S0* na pronorcac ée 4:1 (STONE et alii, 1980).

A fase oleosa foi colocada sob agitagao lenta(12.500
rpm) durante 5 minutos em um mixexr** e, gota a gota, foi
acrescentada & fase liquida. A mistura foi homogeneizada a
25.000 rpm durante 1 minuto e a proporgao da fase liguida e
oleosa foi de 1l:4.

Foram realizadas provas de esterilidade e inocuida-
de nas fases liIguida e oleosa, individualmente. A emulsac fi
nal foi testada guanto a estabilidade, vigscogidade e tipo de
emulséé.

Para a prova de est;bilidade,’foram retirados 10 ml
de vacina e colocados 5 ml em dois frascos, separadamente.Um
dos frascos permaneceu em geladeira (4°c) e outro, em estufa
a 37°c, ambos pelo prazo de, no minimo, trés meses, a fim de
ser observada a dissociac3o ou nao das partes liquida e oleo

sa da vacina final (BERLIN, 1960).

x*k** Tiltrada em Swinnex 25 mm com membrana GSWP - 02500 ;
0,22 nm,Millipore, Bedford, Massachussets, USA.

* Tween 80 - (polyoetilenesorbitan), Cat. n® P 1754, Sig
ma Chemical Company, P.O. Box 14508, St. Louis, Mo., USA.

ks SORVALL OMNIMIXER - MicroMacroHomogenizer, velocidade

até 50.000 rpm, Ivan Sorvall Inc., Newton, Conn., USA.
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A viscosidade foi medida através da queda da vacina
emulsionada de uma pipeta sorolGgica de 1,0 ml, a 24°c. a e
mulsao foi aspirada até a marca zero. O tempo, em segundos ,
para o efluxo de 0,2 ml foi medido e tirada a média em tres
pipetas separadamente (BERLIN, 1960).

O tipo de emulsdo foi verificado pelo teste em lami
na. Uma gota da vacina emulsionada foi misturada a uma gota
de agua e uma gota dé Oleo, respectivamente (BERLIN, 1960).

Outro frasco contendo 50 ml de vacina foi mantido

em geladeira (4°C) até o momento da vacinagao.

3.3.Aves Utilizadas

3.3.1 Aves Gnotobioticas (GN)

Foram obtidas e criadas segundo normas estabeleci -
das por BRADLEY et alii (1967); COATES et alii (1968) e

PLEASANTS (1977; .
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33.1.1. - Obtencao de Aves GN

a) Ovos Utilizados

0Os ovos foram obtidos da Granja Rezende em Uberlan-
dia - MG, férteis e isentos de agentes patdgenos especificos
(sPF) incubados durante 19 dias, com ovoscopia diaria na pri

meira semana.

b} Isoladores

0 isolador maternidade foi construido apresentando
as seguintes caracteristicas: paredes laterais e Fundo de
compensado, com 20 mm de espessura, revestidos com pintura
resistente; teto de plastico flexivel transparente, com 2 mm
de espessura; area de entrada e saida de material feitos
com tubos de PVC rigido de 30 cm de diametro e 30 cm de com
primento, adaptados a parede do isolador e fechados, por fo
ra e por dentro, com materiais plasticos*, par de luvas de
borracha longas, flexiveis e resistentes, adaptadas a area

de entrada de material e utilizadas no manuseio interno do 3

* OF Supply Division, Standard Safety Ecquipment Company, 431

North Quentin Road, Palatine, Illinois, USA.




4. RESULTADQS

Das 90 aves SPF mantidas no biotério 10 morreram: 7
por canibalismo, 2 por defeitos de incubacdo e 1 por reacgao
pos-vacinal.

Nos isoladores 1 ave controle morreu asfixiada ' na
luva de borracha de manipulacao. Um dos isoladores, conten-
do 4 aves sofreu contaminacao* e as medidas tomadas foram
a limpeza total do interior do isolador e o uso de antibid-

tico, apbs a realizacao de um antibiograma**. As aves vas

* com uma Unica bactéria, Gram-positiva,baciliforme, aero -
bia,produtora de esporos, formadora de cadeia e imdvel.

** Multodisk, Oxoid, Hampshire, Encland.




saram, entao, a receber cloranfenicol* adicionado ao alimento estéril.
Uma solucao aquosa desse antibidtico foi esterilizada por filtracao ** ,
ampolada (5ml) e introduzida no isolador. A cada frasco de comida(l litrg
foi adicionada uma ampola d&e 500 mg de cloranfenicol, de dois em . dois

dias, até o fim do experimento.

4.1. Avaliacio das Caracteristicas Fisicas da Emulsao

4.1.1. - Tipo de emulsac

A gota de vacina colocada em Agua nao se misturou, en-

quanto gue com dleo houve total miscigenagaoc da vacina.

4,1.2, - Viscosidade

O tempo, em segundos, para o efluxo de 0.2 ml da emul-

sao foi de 1.5 segundos.

4.1.3. - Estabilidade

. O -
A vacina colocada em estufa a 37°C permaneceu esta-
vel, sem dissociagao das duas fases, pelo prazo de 4 meses

ou 16 semanas. A partir desse tempo a separacac comegou a

* Cloromicetina, capsulas de 250 mg, Parke-Davis,Sao Paulo, Brasil.
** Swinnex 25mm com membrana esterilizante GEWP-02500,p0ro

22 nm, Millivore, Bedford, Massachussets, USA.
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ocorrer gradativamente até 6 meses ap0s o preparo da vacina;
ja a vacina gue foi armazenada em geladeira a 4°c iniciou a
separagac das fases por volta de 6 meses apds O seu preparo,

permanecendo estavel até esse prazo (Ficuras 4 e 5}.

4.2. Reacao apds a vacinacao

4.2.1. - Aves GN e SPF

As aves GN apresentaram reacao vacinal mais intensa
cue as aves SPF, do ponto de vista clinico. As aves mostra -
ram~se bastante deprimidas durante 3 a 5 dias, mantendo,' en
tretanto, consumo normal de agua e ragao.

Apenas uma ave SP¥ morreu apds a aplicacao da vaci-
na, sem cgualguer sinal clinico. Todas as aves evidenciaram ‘um

desconforto bastante grande no ponto de inoculacaoc da vacina,

g T
agitando a cabeca constantemente.
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4.3. Reacao apds o desafio

4.3.1. - Aves CN e SPF vacinadas

O Gnico sinal clinico presente em ambos oOs grupos
foi hiperemia de conjuntiva, gue teve inicio as 24 horas a

pos o desafio e desapareceu por volta de 96 h.a.i.

4.3.2. - Aves GN e SPF controles
Os sinais c¢linicos foram os mesmos para ambos os
grupos iniciando com hiperemia e congestao de conjuntiva as

24 horas e prolongando-se por mais de 144 horas apds o desa
fio. Tosse, espirros e coriza apareceram as 72 horas e, tam
bém, se prolongaram além de 144 h.a.i. As aves SPF apresenta

ram, ainda, ruidos resniratdrios.

4.4, Resposta de anticorpos anti-virus da BIC

4.4.1, - Sangria pré-vacinal

Nenhuma ave testada apresentou resultado positivo

para o teste.
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44.2. - Sangria pos-vacinal

44.2.1. - Aves GN e SPF vacinadas

Todos os soros testados das aves sangradas aos 21
dias foram positivos para o teste de imunodifusao. Os soros -
das aves SPF testados para presenga de anticorpos neutrali-
zantes apresentaram uma média de indices de neutralizaao de
X_..'= 2,28, enquanto gque os soros das aves GN apresentaram

IN

uma média de EIN = 3,37 (Tabela I).

4.4.2.2. - Aves GN e SPF controles

Nao foram detectados anticorpos precipitantes an
ti-virus da BIG em guaisquer dos soros testados. Os indices
de neutralizacao nos soros das aves SPF tiveram uma média de

X... = 0,037, engquanto gque nas aves GN a média foi EI =0,33

TN
(Tabela I).

N
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45. Isolamento de virus

4.5.1. - Antes da vacinacao

Nenhuma lesao caracteristica do virus da BIG foi

constatada nos embrides inoculados.

4.5.2. - ApOs o desafio

4,5.2.1. - Aves SPF vacinadas e controles

Foram colhidos swabs traqueais de todas as aves do
experimento, no 192, 39, 59 e 79 dias apOs o desafio. Os swabs

tiveram o mesmo tratamento que os anteriores.

Das aves vacinadas, os swabs foram inoculados e o0s
embrices nao evidenciaram quaisquer lesoes tipicas do virus
da BIG. Os swabs das aves controles foram igualmente inocula
dos e os embrioes apresentaram lesoes como enrolamento, na

nismo e mortalidade a partir de 72 horas (Figura 6 e Tabela

II).




4.5.2.2. - Aves GN vacinadas e controles
O procedimento foi o mesmo que o das aves SPF. O i
solamento de virus das aves controles também se iniciou a
partir de 72 horas (Tabela II).
4.6. Achados de Necropsia (Lesoes Macroscopicas)
4.6.1. - Aves GN vacinadas e controles
- As aves dos isocladores foram necroosiadas e nenhum
achado ou lesao macroscdpica foi encontrada nas aves vacina-
Nas aves controles os achados foram: conjuntivite dis
creta, congestao dos seios infra-orbitdrios e tragueite, am
além

das.
bas com presenca de exsudato seromucoso (Tabela III),

de hipertrofia do bagcoc e da bursa de Fabricius.

vacinadas e controles
ou

4.6.2. Aves SPF
Do grupo das vacinadas somente duas apresentaram

nc restante das aves nao foram observados

nus congestos;
tros achados macroscopicos.
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Nas aves. controles as lesdes encontradas foram:con
juntivite, congestao dos seios infra-orbitarios e tragueite
intensa, ambas com exsudato mucopurulento (Tabela III), e,
ainda, hipertrofia de baéo e da bursa de Fabricius.

Em ambos os grupos de aves vacinadas, no ponto de
inoculagao da vacina, houve a formacao de um granuloma difu
so, de aspecto pastoso e cor amarelada, ainda presente (Fi-

gura 3}.

4,7. Analise Estatistica

Utilizou-se a variancia global apds a verificagao
da homogeneidade das variancias individuais dos grupos GN e
'SPF de aves vacinadas, jA& gue o tamanho das amostras variou
bastante entre os dois grupos. A aplicagao do teste "t" de
Student revelou haver diferenga estatisticamente significa-
tiva entre as médias dos indices de neutralizagao (IN) das
aves vacinadas de ambos o0s grupos, GN e SPF, a0 nivel de

5%.
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TARBELA I - Indices de Neutralizagao (IN) encontrados em a-

ves GN e SPF vacinadas e nao vacinadas

SPF VACINADAS GN VACINADAS
n = 40 n = 4
X = 2,28 X = 3.37
S = 0.57 S = 0.5
Cv = 25 Cv = 14
SPF NAO VACINADAS GN NAO VACINADAS
n = 40 n =3
X = 0.037 X = 0.33
5 = 0.1 S =0.28
CV = 333 ' cv = 84
n = tamanho da amostra; S = variancia
X = média; Cv= coeficiente de

variacao.
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TABELA TI - Isolamento de virus das aves GN e SPF, vacinadas

e nao vacinadas, desafiadas com amostra 208 de
virus da BIG.
DIAS APOS
ESA- 1o 30 59 70
AVES O
INao vacinadas 0/40 25/40 40/40 40/40
F
o
w
Vacinadas 0/40 0/40 0/40 0/40
Nao vacinadas 0/3 1/3 3/3 3/3
pr
[ &)
Vacinadas 0/4 0/4 0/4 0/4
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TABELA III -Presenca de LesOes MacroscoOpicas em aves GN e
SPF, vacinadas e nao vacinadas, desafiadas com

amostra 208 de virus da BIG.

Lesoes Macroscopicas

° . -
Aves NG Traqueite Sinusite Conjuntivite

200 - + -
201 - -
202 - - -
203 - - -
204 - -
205 - -
206 -
207 - - -
- 208 - + : -
209 - -

Vacinadas
SPF

501 - - -
502 - - -

GN

300
301
302
303
304
305 ++
306
307
308 ++
309 +

das
+ + + + +
|

SPF

Nao vacina
+ + + + 4+ + + + + +

+
+ o+ + o+ + o+ 4+

401 +
& | 402 + 4

+

- ausente; + ligeira; ++ intensa
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FIGURA 1 - Aves GN criadas em isoladores.
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FIGURA 2 - Aves GN criadas em isoladores.
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FIGURA 3 - Granuloma difuso, no ponto de inoculagao,

aos 45 dias apds a vacinacgao.
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FIGURA 4 - Vacina oleosa contra BIG aos 90 dias ap0s o

preparo; a esquerda, tubo mantido a 400C;

direita, tubo mantidco em estufa a 37°¢.

-

a

-
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FIGURA 5 - Vacina oleosa contra BIG aos 180 dias apbs o
preparo: a esquerda,tubo mantido a 4%c; 3 di

reita, tubo mantido em estufa a 37%c.
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FIGURA 6

D60.
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[12]

Lesao tipica de nanismo e enrolamento encon
trada no isolamento de virus das aves GN e

SPF nao vacinadas (embriao da direita).




5. DISCUSSAO

5.1. Avaliac¢ao da vacina

£ sabido que a acdo de pequenas quantidades de antigenos duran
te longo periodo de tempo, estimula a produgao de anticorpos contra qual
guer tipo de determinante, cuja afinidade média aumenta com
o proprio tempo.0 aurento desta afinidade cbedece & estimulagao pre
ferencial dos linfdécitos B sensiveis éo antigeno, que tém maior

afinidade pelos determinantes antigénicos.Esta estimulacao vai se tor

nando cada vez mais seletiva, uma vez que se produz © anticorpo de
grande afinidade capaz de formar um complexo com O©O antige-
no residual e impedi-lo gue estimule as células B cujos re
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ceptores tém menor afinidade. Quando se empregam grandes 4o
ses de antigeno, com ou sem adjuvante, para provocar uma
producao primadria de anticorpos, hid uma selegaoc minima  de
células de grande afinidade e predominam os anticorpos de
escassa afinidade; um novo estimulo também produz, sobretu-
do, anticorpos de pouca afinidade. O antigeno em pequenas
doses, sem adjuvante, pode ser capaz de estimular e manter
uma resposta de suficiente intensidade ou duragaoc para gue
se desenvolva um processo seletivo. Portanto, a melhor ma
neira de se obter a produg¢ac de anticorpos de grande afini-
dade & administrar guantidades minimas de antigeno de uma
forma persistente juntamente com um adjuvante enérgico e
constante (OMS, 1976).

Antigenos inoculados parenteralmente, contendo

[0y

leo mineral, geralmente estimulam a formagao de titulos de
anticorpos mais altos e mais persistentes gque guantidades
equivalentes dos mesmos antigenos, sem adigao de adjuvante
ou com hidrdoxido de aluminio {STONE et alii, 1980) ou ainda,
contendo lipides metabolizaveis (BRUGH et alii, 1983). A
maioria dos adjuvantes pro&oca preferencialmente a sintese
de uma ou varias classes de anticorpos. As marticulas de
Al(OH)3, sobre as guais se adsorve o antigeno, sao adjuvan-
tes muito eficazes para promover a sintese de anticornos
IgE em coelhos e outros roedores (OMS, 1976).

Os estudos sobre vacinas oleosas contra a BIG sao
escassos na literatura, por essa razao o planejamento e a

execugao do presente trabalho foram baseados, também, em
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trabalhos realizados com vacinas inativadas e sob a forma
de emulsao oleosa contra a Doenca de Newcastle (LEVY & ZAKAY
RONES, 1973; CESSI & NARDELLI, 1974).

A partir dos anos 70 as experieéncias no prenaro de
vacinas inativadas apresentadas sob forma de emulsao oleosa
contra a Doenga de Newcastle mostraram as vantagens no sen
tido de conferirem uma imunidade de longa duracac e niveis
mais elevados de anticorpos. Desde entaoc, a nreccupacao dos
pesgquisadores se voltou, também, para a producao de outras
vacinas aviarias, inativadas e adicionadas de adjuvantes o)
leosos, inclusive contra a BIG (COUGH et alii, 1977; STONE
et alii, 1978: BOX et alii, 1980) .

As vacinas em emulsac do tipo agua-em-0leoc consis
tem de uma fase aguosa, na forma de goticulas, em 6leo mine
ral. O antigeno & contido na fase aquosa e permanece disper
so no Oleo através da agaoc de emulsificantes. As caracteris
ticas fisicas da emulsao sac afetadas por fatores tais co
mo: o0 tipo de emulsificantes.,adicionados,a atividade intrig
seca do emulsificante da fase liquida, os volumes relativos
entre a fase aguosa e a oleosa e o processo de emulsifica -
cao (HERBERT, 1978).

A preparagao de emulsoes reguer o conhecimento de
uma tecnologia especifica e a metodologia nao esta descrita
extensivamente na literatura biomédica. As emulsoes do tipo
Agua-em-O0leoc teém se mostrado excelentes adjuvantes imunolo-
gicos. Reagoes tissulares indesejaveis no ponto de inocula-

cao tém sido minimizadas pelo uso de Oleos e emulsificantes
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atdxicos (AITKEN & SURVASHE, 1974).

0 maior obstaculo no preparo de vacinas sob a for
ma de emulsio oleosa & a obtencdo de emulsdo do tipo agua -
em-0leo com baixa viscosidade, essencial para assegurar Ul
manuseio facil e éorreto, particularmente em climas frios &
ainda, com a necessaria estabilidade (BERLIN, 1959; STONE
et alii, 1978).

A influéncia da composigao da emulsao nas caracte-
risticas fisicas, bem como na eficiéncia de vacinas experi-

mentais tem sido bastante estudada. Emulsoes contendo em

sua formulagéo Tween 80, emulsificante da fase aguosa, em
combinacao com Arlacel A ou Arlacel 80 (emulsificante da

fase oleosa) evidenciam viscosidade mais baixa e estabilida
de maior. A utilizaczao do Tween 80 pareceu nao alterar a
antigenicidade do virus da BIG. O Tween 80, emulsificante hi
drofilico; € um derivado polioxietilenado do emulsificante
lipofilico Arlacel 80. Essa proximidade entre as moléculas
dos dois emulsificantes deve contribuir para a redugao da
viscosidade e um aumento na estabilidade. Por sua vez, es
sas caracteristicas fisicas devem estar associadas com O au
mento na resposta soroldgica (STONE et alii, 1983). Contudo,
nao se pode excluir a possibilidade de que o aumento da res
posta soroldgica associado ao Tween 80 seja o resultado
de uma interacdo direta dele com o antigeno viral ou o re

sultado de um efeito adjuvante direto e independente (GALL,

1967) Nossos resultados, com relacao ao uso dos mesmos emul
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sificantes, estao em concordancia com trabalhos anteriores
(FREUND et alii, 1948; STONE et alii, 1978/1983). A estabi-
lidade da vacina foi verificada pelo temnmo apds o Dreparo ,
sem haver dissociacao completa das duas fases. A temperatu-
ra de 37°C ela permaneceu estavel até 16 semanas, o gue tam
bém foi encontrado por outros pesguisadores (CESSI & NARDEL
LI, 1974; STONE et alii, 1983).

2 fase liguida deve ser bastante reduzida em seu
volume, para gue a viscosidade seja baixa, portanto, a con
céntragéo do antigeno precisa ser bem mais elevada, a fim
de reter a poténcia da vacina (BERLIN, 1959; STONE et alii,
1978) . Para concentrar o antigeno utilizamos o metodo da
liofilizacao, ao invés da ultracentrifugacao, qﬁe € a meto-
dologia mais empregada em virclogia e que foi utilizada em
outros trabalhos (BOX et alii, 1980: STONE et alii, 1980 /
1981) . Optamos pela liofilizagao, porgue apesar de nao puri
ficar o virus usado como antigeno, € um processo mais  sim
ples e de custo mais barato, devido ao fato de se dispensar
o emprego de centrifuga preparativa. A liofilizagao do 11
quido alantdico e posterior adigao do mesmo & fase 1liquida
da vacina, mostrou-nos ser esse um processo também . seguro
no gque diz respeito a estabilidade da vacina.

0 uso de betapropiolactona a 0,1% se mostrou efi
ciente e a auséncia de infectividade residual foi confirma-
da através da inoculacac do material em OEC com 9 a 1l dias

de incubagao, nao tende havido o aparecimento de guaisguer
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lesbes, nos embrides, caracteristicas do . virus da BIG. Ou

tros autores cbtiveram a mesma inativacao com diferentes concentragoes,
temperatura e tempo de exposicao (CESSI & NARDELLI, 1974 ;

GOUGH et alii, 1977).

A emulsificacao, fase final do-preparo da vacina ,
€ um ponto critico. Os métodos descritos na literatura ci
tam desde o processo manual, com o uso de duas seringas a
copladas (BERLIN,1959; HERPBERT, 1978) até uma homogeneiza -
cAo mecanica com auxilio de homogeneizador usando rotagoes
variando de 4.000 a 19.500 rpm. O processo de emulsificagéo
da vacina em guestao foi realizado em duas etapas. Na pri -
meira etapa, a fase liguida foi acrescentada, gota a gota ,
sob agitacdao lenta (12.500 rpm) a fase oleosa. Na segunda e
tapa, a emulsao oleosa foi homogeneizada a 25.000 rpm,duran
te aproximadamente 1 minuto, sob refrigeragao, o que dife
riu de outros trabalhos apresentados anteriormente (STONE et
alii, 1978/1983). A homogeneizagao realizada em rotagao e
tempo maiores, parece ter influido na estabilidade do produ
to final, j3 gue a dissociacao das fases licguida e oleosa,a

37°C, teve inicio por volta de 16 semanas.
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5.2. Resposta Clinica e Imunitéaria

A escolha da via subcutanea, na regiao dorso- ante
rior do pescog¢o, para a inoculaqéo da vacina se deveu ao fa
to de que assim se evitaria a formagao de granuloma visivel
externamente, o gue depreciaria a carcaga das aves. O granu
loma formado abaixo da derme foi do tipo difuso (Figura 3}.
Na maioria dos trabalhos com vacinas oleosas a via intramus
cular € a mais usada (LEVY & ZAKAY-RONES, 1973; GOUGH e£
alii, 1977). A via intramuscular, no misculo peitoral ou da
coxa, tem, também, a desvantagem de gue as aves se sentem
incomodadas com o granuloma no ponto de inoculacao e acabam
ferindo e infectando o local de depoOsito da vacina.Uma das
aves morreu logo apds a vacinagac. A necrdpsia nao se obser
vou gualquer lesao, o que nos levou a acreditar que foi de
vido a um erro de inoculagao ou de alguma maneira relacio
nada com o processo de vacinacao ou de contencaoc da ave.

A reagao vacinal, sob o aspecto clinico, foi mais
intensa nas aves GN do gue nas SPF. O consumo de agua e ra
¢ao nao foi alterado, mas as aves demonstraram um desconfor
to bastante grande no ponto de inoculacao, agitando a cabe
¢a constantemente durante cerca de 3 a 5 dias.

O desafio de todas as aves GN e SPF foi feito com
uma suspensao virica da amostra 208, vor via intratraqueal,

atraves de uma sonda, para gue nao houvesse perda de parti-
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culas viricas. 0s métodos utilizados em outros trabalhos
consistem em dispersaoc de particulas através de soray, bpor
via intranasal ou intraocular (GOUGH et alii, 1977; BOX et
alii, 1980; STONE et alii, 1983).

Nas aves GN e SPF controles os sintomas clinicos a
pos o desafio foram de doenca respiratdria. As aves GN aore
sentaram hiperemia e congestao de conjuntiva 24 horas apoOs
o desafio, que se prolongaram por mais de 144 horas. Tosse,
espirros e coriza apareceram a&s 72 horas e se prolongaram
por mais de 144 horas. Esses resultados est3c em desacordo
com outros achados (SPRINGER et alii, 1974; RESENDE, 1983).
No primeiro trabalho, aves GN infectadas com virus da BICG
apresentaram coriza e espirroé apenas; ja no segundo traba-
lho, © autor observou somente espirros em aves GN infecta -
das com a mesma amostra 208. Nas aves SPF controles os sin
tomas clinicos foram, também, hiperemia e congestao de con
juntiva, com inicio 24 horas apds o desafio e se prolongan-
do por mais de 144 horas, coriza, tosse, espirros e ronguei
ra pulmonar. Excetuando hiperemia e congestdao de conjuntiva,
os sintomas clinicos restantes também foram encontrados por
outros pesquisadores gue trabalharam com.amostras de virus
da BIG com tropismo para o sistema respiratorio {(PURCELL &
MCFEREAN, 1972; JONES, 1974; RESENDE, 1983).

Nao houve mortalidade entre as aves GN e SPF  con
troles. Em outro trabalho (PURCELL & MCFERRAN, 1972) houve
uma pequena mortalidade em aves SPF devido, talvez, & asso

ciagcao com alguma infecgdo bacteriana secundaria.
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Apds o desafio as aves GN e SPF controles nao apre
sentaram alteragOes mensuraveis guanto ao consumo de agua
e ragao contrariando outros gstudos (PRINCE et alii, 1962 ;
PURCELL & MCFERRAN, 1972) os quais verificaram redugao na
ingestao de alimento éom posterior diminuigao do ganho de
peso das aves infectadas com virus da BIG. Nossos resulta-
dos confirmam os achados encontrados por RESENDE (1983).

As aves GN e SPF vacinadas apresentaram somente u
ma ligeira hiperemia de conjuntiva, que se iniciou as 24 ho
ras apos o desafio e desapareceu ao redor de 96 horas.

A resposéa de anticorpos contra o virus daBIG foi
pesquisada através dos testes de imunodifusao e soroneutra-
lizacao. Os soros de todas as aves GN e SPF vacinadas foram
positivos & imunodifusao. Pelo teste de soroneutralizagao ,
os soros das aves GN e SPF vacinadas apresentaram indices
de acordo com os preconizados por CUNNINGHAM (1951). Aas a
ves GN apresentaram uma média de Indices de neutralizagao
significativamente maior que a das aves SPF (Tabela I).

Nas aves GN-e SPF vacinadas devido & agao anti-vi-
‘rica dos anticorpos produzidos, nao houve isolamento de vi
rus através de swabs tragueais. Por outro ladc, de todas as
aves controles o virus da BIG foi isolado através de inocu-
lacao de OEG com 9 a 11 dias de incubagao, no 39, 5¢ e 79

dias apbs o desafio. (Tabela II}.
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5.3. - Achados de Necrodpsia

As aves GN vacinadas nao apresentaram,a ne
cropsia, quaisguer lesOes macroscopicas. Dentre as SPF ape-
nas duas apresentaram sinus congestos. (Tabela III)}.

Nas aves SPF ommtroles {Tabela IIT) as lesCes macroscopi -
cas se limitaram ao sistema respiratdrio superior, bem como
conjuntivite e hipertrofia de bago e da bursa de Fabricius.
Tal hipertrofia se deu devido ao estimulo provocado pelo Vi
rus para a produgaoc de anticorpos. As aves GN apresentaram
conjuntivite discreta, congestao da mucosa dos cornetos - e
seios nasais infraorbitirios com presencga de exsudato sero
mucoso e uma traqueite discreta, também, com exsudato Sero
mucoso.

As aves SPF goresentaram as mesmas HlanifestagE)es, apenas
com exsudato mucopurulento amarelado nos seios infraorbita-
rios e tragueite mais intensa, também, com presenca de exsu
dato mucopurulento, de cor amarela.

Conjuntivite, observada tanto nas aves GN como nas
SPF, esta de acordo com outro trabalho (RESENDE, 1983), mas
nao foi descrita por outros pesguisadores.

Tragqueite, com exsudato seromucoso e mucopurulento
também foi encontrado por outros pesquisadores que utiliza-
ram amostras de virus da BIG com tronismo para o sistema

respiratOrio (HOFSTAD, 1945; PURCELL & MCFERRAN, 1972).
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Hipertrofia de bago e da bursa de Fabricius foi en
contrada em algumas aves GN e SPF controles, © que também
foi descrito em outro trabalho (RESENDE, 1983), contrarian-
do outro estudo {(MACDONALD & MCMARTIN, 1976), que‘encontrou
material purulento no interior da bursa de Fabricius.

Aerossaculite nao foi verificada em nenhuma das 2
ves GN e SPF necropsiadas. Ja em outro trabalho {SPRINGER
et alii, 1974), os achados de necropsia em aves GN se limi
taram a uma discreta inflamagao dos sacos aéreos. Este tipo
de diferenca poderia refletir pequenas diferencas de tropié
mo das amostras usadas no desafio.

A vacina em guestao apresentou resultados satisfa-
- tborios denfro do gue foi proposto inicialmente. No entanto,
sSao necessarios outros estudos para avaliar, por exemplo, a
resposta clinica e imunitaria em aves adultas, com aplica -
¢ado no inicio da postura, tanto em carater experimental co
mo a nivel de campo. A amostra utilizada nos experimentos (
208) tem tropismo para o sistema respiratorio, portanto, ou
tro trabalho que poderia ser realizado diz resweito ao tes
te dé vacina frente aramostras nefrotropicas e a. amostras

com tropismo para © aparelho reprodutor.

A protecao conferida pela vacina, medida através
dos indices de neutralizagao, foi maior nas aves GN, o gue
nos sugere gue nestas aves a resposta imunoldgica foi mais

especifica e direcionada gue nas aves SPF.
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Com base em nosso trabalho e na literatura consul
tada, podemos dizer que o isolamento e a identificagao das
amostras.de campo brasileiras precisa ganhar prioridade.Ho
je, através do emprego da técnica de anticorpos monocloc -
nais, sua identificacao e classificagao soroldgica podem
ser efetuadas com grande precisao. E possivel que se encon

trem amostras de campo com maior imunogenicidade que as u

sadas atualmente nas vacinas comerciais.




6. CONCLUSOES

6. 1. Foi possivel produzir uma vacina inativada ole
osa contra a BIG, a partir da amostra Massachussets-41, de

boas qualidades fisicas e com técnica mais simplificada.

6.1.1. - O uso de Tween 80, emulsificante hidrofili
co, em associacao com o emulsificante da fase oleosa, Arla
cel A, possibilitou a obtengao de uma vacina com baixa vis

cosidade e maior estabilidade.

6.1.2. -~ R liofilizacao foi eficiente recurso para
a concentracao da fase ligliida da emulsao. 2 nao purifica-
¢ao do virus gue entrou no prevaro da vacina, em nada alte

rou as propriedades fisicas da mesma.
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6.2. — A amostra 208 (amostra desafio) produziu nas
aves controles (nao vacinadas) manifestagaeslclinicas e
patoldogicas de doencga respiratdOria, inclusive nas aves GN,
livres de bactérias colonizadoras do sistema respiratodrio,

sendo estas manifestacoes mais graves nas aves SPF.

6. 3. — A vacina produziu reagoes clinicas mais in -
tensas nas aves GN do que nas aves SPF, mas o consumo de &

gua e racgao nao foi afetado em guaisguer dos grupos.

6. 4. — A vacina protegeu satisfatoriamente as aves
GN e SPF, que tiveram discreta hiperemia de conjuntiva de
curta duragao e, a necrOpsia, somente duas aves SPF apre -
sentaram discreta sinusite. O Indice de antisoros neutrali

zantes foli maior nas aves GN do gue nas SPF.




.76,

As aves GN e SPF foram utilizadas para © estudo
comparativo das observacoes realizadas antes e depois da va
cinacao. A reacgao vacinal, sob o aspecto clinico, foi mais
intensa nas aves CN. Apds o desafio, as aves GN e SPF vaci-
nadas apresentaram o mesmo grau de hiperemia de conjuntiva,
gue teve inicio s 24 horas e desapareceu por volta de 96
h.a.i (horas apds a inoculagao). As aves GN e SPF contro -
les apresentaram hiperemia e congestao de conjuntivd, inici
ando 3s 24 horas e prolongando-se por mais de 144 horas a
pds o desafio; essas aves apresentaram, ainda, tosse, espir
ros e coriza, gue apareceram ds 72 horas e se prolongaram a
18m de 144 horas apds o desafio. As :aves SPF controles apre
sentaram, também, rongueira pulmonar. Anticorpos precipitan
tes e neutralizantes foram pesguisados através das provas
de gel difusao (AGD) e soroneutralizagao (SN), tanto nas a
ves vacinadas como nas aves nao vacinadas de ambos Os gru
pos. Entre as aves vacinadas, houve uma diferenca significa
tiva (P< 0,05) entre as médias dos indices de neutralizagao
(IN) apresentados pelas aves GN e pelas aves SPF, sendo

X1y = 3,37 e XIN = 2,28, respectivamente.

0 isolamento de virus da BIG foi tentado, nas aves
GN e SPF vacinadas, antes e apos a vacinagao, pela inocula-
¢ao de swabs traqueais em ovos embrionados de galinha (OEC)
com 9 a 11 dias de incubacac. Nao houve gualguer isolamento
de virus durante todo o experimento. Ja nas aves GN e SPF

controles o isolamento de virus se iniciou a partir de 72

h.a.i. com lesdes tipicas nos embrioes, como enrclamento,na
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nismo e mortalidade.

A necrdpsia, nenhuma lesao macroscdpica foi encon-
trada nos dois grupos de aves vacinadas. Nas aves GN contro
les os achados foram conjuntivite discreta,congestao dos
seios infra-orbitarios e tragueite, ambas com presenca de
exsudato seromucoso. Nas aves SPF controles as lesoes foram
conjuntivite, congestao dos seios infra-orbitarios e trague

ite, ambas com exsudato mucopurulento, de aspecto amarelado.




7. RESUMO

PREPARD DE VACINA OLEQOSA EXPERIMENTAL CONTRA BRONQUITE IN
FECCIOSA DAS CALINHAS (BIG) E AVALIACAO EM AVES GNOTIBIOTI-

CAS (GN) E EM AVES LIVRES DE PATOGENOS (SPF).

Foi preparada uma vacina oleosa experimental, sob
forma de emulsaoc dupla e testada em aves GN e em aves SPF.0
produto final atingiu os reguisitos de estabilidade, visco-
sidade e tipo de emulsac. As aves GN foram criadas em isola
dores apropriados e divididas em dois grupos de guatro aves
cada (vacinadas e nao vacinadas). As aves SPF foram criadas
em condigoes de isolamento e, tambéem, divididas em dois gru

pos: 45 aves vacinadas e 45 aves nao vacinadas.




SUMMARY

PREPARATION OF AN EXPERIMENTAL INFECTIOUS BRONCHITIS OIL-
EMULSION VACCINE AND EVALUATION IN GNOTOBIOTIC (GN) AND

SPECIFIC~PATHOGEN~FREE (SPF) CHICKENS.

An experimental infectious bronchitis oil-emulsion
vaccine was prepared and evaluated in GN and SPF chickens.
All standard requirements for stability, viscosity and emulsion type
were achieved. N chickens were reared in appropriate isclators and were
divided into two groups of four birds each (vaccinated and wmvaccinated).
SPF chickens were reared in isolation and were also divided into two groups:

45 wvaccinated and 45 non—-vaccinated.

GN and SPF chickens were used for a comparative

study on the observations before and after vaccination.
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Post-vaccinal reaction was more intensive in GN birds.After
challenge both GN and SPF vaccinated chickens showed the
same degree of conjunctival hyperaemia which started at

24 hours and disappeared around 96 h.a.i. (hours after
inoculation) . Non-vaccinated GN and SPF chickens showed
hyperaemia and congestion of the conjunctiva from 24 hours
through more than 144‘hours after challenge. These birds
also showed cough, gasping and nasal discharge from 72 hours
up to 144 hours after challenge. SPF control chickens also
showed tracheal rales.

Precipitating and neutralizing antibodies were
assessed by agar-gel diffusion and serum neutralization
tests. Amongst the vaccinated birds there was a significant
difference (P <0.05) between the neutralization indexes
means of the GN and SPF chickens being iIN = 3.37 and
EIN = 2.28 respectively.

Viral iscolation was attempted in vaccinated GN
and SPF chickens before and after vaccination by inoculating
tracheal swabs in 9 to 11 day-old embryonating chicken eggs.
There was no isolation throughout the experiments. On the
other hand, viral isolation in unvaccinated GN and SPF birds
started at 72 h.a.i. with typical embryo lesions such as
curling, stunting and mortality.

At necropsy no gross lesion was found in both
groups of vaccinated birds. Unvaccinated GN chickens showed

mild conjunctivitis, infra-orbitary sinus congestion




and tracheitis both presenting sero-mucous exudate. Non-
vaccinated SPF birds showed the same lesions except for

the exudate which was a yellowish mucopurulent one.
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