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RESUMO

Foram realizados dois experimentos com aves conven
cionais e em condic¢ées de campo, para avaliacido de respostas i
munes de frangos de corte de diferentes origens genéticas e ve
rificacao do desempenho referente ao ganho de peso das aves, pa
Ta COmparacao com 0S parametros imunolégicos estudados.

Experimento I - foram utilizadas as linhagens co-
merciais Pilch (B), Cobb (D)), Hubbard (E), Cobb 58 (F), Arbor-
Acress (G) e o cruzamento Peterson O x 9 Hubbard (C). As aves
foram vacinadas via ocular, aos 15 dias de idade, contra doen-
¢a de Newcastle e Bronguite Infecciosa, e revacinadas por nebu
lizagao, aos 31 dias de idade. Os niveis dos anticorpos inibi-
dores da hemaglutinacao para os dois antigenos foram determina
dos no dia da primovacinagao, no 149 dia apos a primovacinacio
€ 129 dia apos a revacinacio. Os pesos das aves foram obtidos
aos 49 dias de idade. O grau da resposta imune secundiria i va
cinacao contra a doenca de Newcastle dependeu da origem geneti
ca das aves, tendo a linhagem Pilch apresentado o maior nivel
de anticorpos inibidores da hemaglutinacido. Foi observada Cor-
relacao fenotipica negativa entre peso corporal e producao de
anticorpos para Newcastle na linhagem Pilch, que apresentou o
menor peso corporal aos 49 dias de idade. Nio foram obtidas di
ferencas significativas na producao de anticorpos inibidores da

hemaglutinacao para o virus da Bronquite Infecciosa.
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Experimento II - o nivel de hemaglutininas para e-
ritrocitos de carneiro foi determinado nas linhagens B, D, E,
F e G. Aos 28 dias de idade as aves receberam; via intramuscu-
lar, 1,0 ml de uma suspensdo a 10% de eritrécitos de carneiro
em solucao salina fisioldgica. Os titulos médios de anticorpos
hemaglutinantes totais, Z-mercaptoethanol sensiveis e 2-mer-
captoethanol resistentes, em soros colhidos no 109 dia pos-ino
culacao, foram semelhantes entre si.

Dada a importancia do assunto, sugerem-se novos es
tudos sobre as respostas imunes em aves de diferentes origens

genéticas.
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1. INTRODUCAO

A evolugao dos sistemas de criacdo de galinhas para
uma producao avicola intensiva, com conseqliente maior risco e-
conomico, gerou demanda de um permanente controle sanitario
dos lotes. Este controle sanitdrio tem sido feito através das
seguintes medidas basicas: erradicacgao, vacinacao, medicacioc e
aumento da resistencia genética as doencas. A despeito do
crescente reconhecimento da importancia dos problemas sanita-
rios, disponibilidade de novas vacinas e drogas, melhores ins-
talacoes, a galinha continua enfrentando o desafio de um am-
biente adverso. Mesmo a introducido de uma vacina para proteger
contra um novo patogenico gera dificuldades na reorganizacao dos
atuals esquemas de vacinacao.

A resistencia genética € importante nio somente pa-
ra 05 Casos em que ndo existem outras medidas efetivas de con-
trole, mas também para as doencas cujas vacinas ou medicamentos
sao disponiveis e até mesmo para aquelas que tenham sido erra-
dicadas. A vacinacao permite mais reduzir do gque eliminar as
perdas por doenca, sendo, portanto desejavel completar esta pro
tecao pela resisténcia genética; igualmente & de valor, mesmo
se determinada doenca tenha sido erradicada, visto que Tepre-
senta uma salvaguarda contra pesadas perdas; caso ocorra o rea
parecimento da doenca,.

Entretanto, a falta de conhecimentos relativos aos

S mmiamammaa .
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mecanismos de resisténcia aos agentes de doencas especificas
tem inibido o seu desenvolvimento. A selecio para resistencia
as doencas em geral tem tido sucesso limitado e a selecao pa-
ra resistencia a doencas especificas tem sofrido competicao
com a selecao para caracterigticas produtivas. O efeito da se
lecao para resisténcia a doencas especificas sobre a resistén
cia a outras doencas e caracteristicas de producao €, ainda ,
insuficientemente conhecido. Contudo, a selecao para resisten
cia a leucose linfdide e a doenca de Marek tem sido avaliada
experimentalmente (BIGGS, 1983).

As vantagens imediatas da resisténcia genética,paz
ticularmente sua natureza permanente, auséncia de stress asso
ciado a vacinacdo e emprego onde a vacinacao nao € possivel,
enfatizam a necessidade de mais pesquisas nesta area (Z1JPP,
19857 . '

O estuco aqui apresentado buscou, num trabalbo com
aves convencionais e em condicoes de campo, gerar alguma in-
formacdo para esta area da pesquisa avicola. Mais especifica-
mente, os objetivos deste trabalho foram os seguintes:

- estudar o comportamento de diferentes linhagens
de frangos de corte; em termos de resposta humoral, 3 vacina
cao contra a doenca de Newcastle e a Bronquite Infecciosa.

- avaliar a resposta primaria de anticorpos a imu-
niza¢do com eritrocitos de carneiro nas diferentes linhagens.

- verificar o desempenho referente ao ganho de pe-
so das aves, e compara-lo com os parametros imunoldgicos estu
dados.




2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Doenca de Newcastle

Em dois anos sucessivos, COLE & HUTT (1961), inocu-
lando aves de postura de 10 a 16 semanas de idade, com uma va
cina a virus Vivo; elaborada com a amostra Roakin contra a
doenca de Newcastlé,via membrana da asa; observaram diferen-
cas significativas na mortalidade entre as linhas C e K e en-
tre familias paternas na linhagem X.

GORDON et alii (1971) trabalharam com duas sub-1i-
nhas selecionadas para resisténcia ou suscetibilidade ao de-
safio com virus da doenca de Newcastle. Anilises de variancia
mostraram diferencas significativas entre as sub-linhas, mas
a selecdao continuada com base nos dados de progenie falhou em
ampliar a diferenca entre as sub-linhas, ou em aumentar a uni
formidade da resposta ao virus desafio. Herdabilidade para
mortalidade durante nove dias pos-desafio a duas semanas de i
dade variou de 0,07 a 0,17, indicando um baixo nivel de va-
riancia gen¢tica para resisténcia ou suscetibilidade i doenca
de Newcastle nessa populacido. Estas observacdes revelaram a
necessidade de melhor critério para identificacido de familias
com potenciais genéticos divergentes para resisténcia a doen-
ca de Newcastle.

., PELEG et alii (1976), estudando diferencas genéti-




I

cas na resposta imune ao virus da doenca de Newcastle, inocu-
laram frangos com quatro semanas de idade, com virus vivo a-
tenuado ou virus inativado. Sobrevivéncia pds-desafio foi es-
treitamente relacionada ao nivel dos titulos inibidores da he
maglutinacao. Herdabilidades baseadas nos componentes pater-
nos da variancia para vacinacbes com virus atenuado e virus 1
nativado foram respectivamente 0,31 e 0,60. A correlacio gene
tica entre ambas foi 0;49.

- GROSS et alii (1980) trabalharam com uma linha de
galinhas submetidas a selecao bidirecional para baixo ou alto
nivel de anticorpos avaliados cinco dias pés-inoculacio intra
venosa de 0,1 ml de suspensao a 0,25% de eritrbécitos de car-
neiro. Em dois experimentos onde o desafio foi efetuado qua-
tro semanas ap0s a vacinacdo a um dia de idade com amostra B1,
O em 18 (0%) da sub-linha de elevada resposta imune e 14 em
19 (84%) da sub-linha de baixa resposta morreram com sSinais
da doenca de Newcastle. Também foram notadas diferencas nos ti
tulos dos anticorpos inibidores da hemaglutinacio, indicando
que ¢ producao de anticorpos subsegliente 3 imunizacdo com eri
trocitos de carneiro pode representar um componente da resis-
tencia geral as doencas.

HELLER et alii (1981) compararam a resposta ilmune as
vaclnagoes para doenca de Newcastle, bouba aviaria e Zscherichia
colt entre uma linhagem de galinhas beduinas nativa do deser
to do Sinai, uma linhagem de postura comercial e cruzamentos
reciprocos destas. Nao foram encontradas diferencas nos ni-
veis de anticorpos para vacina atenuada ou inativada de New-
castle, na proporcao de aves apresentando imunidade poés-vaci-
nal para bouba aviaria ou na cinética des anticorpos pos-vaci
nais para Newcastle. Entretanto as galinhas beduinas revela-
ram significativamente maiores titulos no teste de hemagluti-
nacao indireta para E. coli, no 49 e 7¢ dia pos-inecculacio, o
casionados pelo malor aumento da taxa de anticorpos ocorrido

entre o 19 e 49 dia.

Por outro Jlado, SOLLER et alii (1981) confirmzram as




diferencas entre familias na resposta imune ao virus da doenca
de Newcastle,verificadas anteriormente por PELEG et alii {(1876)
e demonstraram a presenca de diferencas familiares, de compara
vel magnitude, na resposta imune a Fscherichia coli. Contudo,
seus resultades nao forneceram evidéncias para uma correlacio
genética na resposta aos dois antigenos, quando administrados
simultaneamente.

Procurando verificar se diferencas entre plantéis a-
vicolas, nos niveis de hemaglutininas naturais para eritroci-
tos de carneiro, poderiam servir como uma indicacdo das dife-
rencas na capacidade global da resposta imunologica, KUPER-RON
& PELEG (1983) imunizaram frangos de corte aos 28 dias de jda-
de com virus da doenca de Newcastle, sorcalbumina bovina e ga-
maglobulina humana; ¢ mediram a resposta de anticorpos aos trés
antigenos referidos. Nio foram encontradas correlacoes entre
0s niveis de hemaglufininas naturais e os anticorpos experimen
taimente induzidos; ou entre os niveis de anticorpos para doen
¢a de Newcastle e os anticorpos para soroalbumina bovina e ga-
maglobulina humana. Uma correlacio altamente significativa {r=0,37)
foi encontrada entre os titulos de anticorpos para soroalbumi-
na bovina e gamaglobulina humana.

TAKAHASHT et alii (1984) selecionaram duas linhas de
codornas japonesas para alto e baixo nivel de anticorpos, apos
duas injecoes a 42 e 62 semanas de idade, frente a antigeno vi
ral 1nativado da dcenca de Newcastle. Apos sete geractes de se
lecao, o nivel de anticorpos da linha de alta resposta foi 2Z4%
malor que na linha controle nao selecionada, ao passo que o ni
vel na linha de baixa resposta foi aproximadamente 37% menor
que o da linha controle.

Z.2. Bronquite infecciosa

. FALLAH-MOGHADDAM et alii (1984), estudando os aspec-
tos geneticos da resposta imune humoral das galinhas de sels
diferentes grupos de selecao da linha Arkansas frente a dife-

rentes classes de antlgenos, a saber, vacinas de Newcastle e




Bronguite Infecciosa, antigeno de Salmomella pullorum, eritrd
citos de carneiro e virus da doenga infecciosa da bolsa de Fa
bricio e do sarcoma de Rous, encontraram diferencas altamente
significativas entre os grupos de selecao para os titulos de
cada anticorpo, exceto para o virus da doenca infeccicsa da
bolsa de Fabricio. Estas diferencas foram observadas nos gTu-
pos de selecao, bem como em suas descendencias. Os resultacos
sugeriram uma maior influencia de respostas imunes especifi-
cas do que de uma resposta imune geral, nos titulos dos anti-

CoTrpos. '
2.3. Eritrocitos de carneiro

WHITE & NIELSEN (1975) verificaram que a inoculacac

intravenosa de uma suspensao a 50% de eritrocitos de carneirc

5 11
(10" a 10

rapido aumento de hemaglutininas 19 S, alcancandc um maximo no

células); em galinhas de 12 semanas, prcduziu um

60 dia, seguido por répida queda, levando a baixos niveis de
anticorpos em torno do 149 - 159 dia.

GROSS (1979); comparando o efeito de diversas doses
de eritrOcitos de carneiro na resposta de anticorpos em duas
linhagens selecionadas para alta ou baixa resposta de corti-
costerona aos stress social, verificou que os maiores titulos
foram obtidos com a incculacac de 5% ou 50% de células, com
pouca diferenca aparente entre as linhagens. Contudo, verifi-
cou ser mais facil identificar as aves de maior ou menor imu-
nocompeténcia pela inoculacao de 0,5% de células. Os antige-
nos foram administrados intravenosamente a frangos de seis a
sete semanas, em volumes de 0,1 ml.

Dois experimentos de selecaoc bidirecional para pro-
ducao e persistencia de anticorpos, em galinhas; para eritro-
citos de carneiro, foram conduzidos por SIEGEL & GROSS (:7@ny |
A selecao em um par de linhas fol para alto e baixo nivel de
anticorpos cinco dias pés—inoculagéo intravenosa de 0,1 ml de
suspensao a 0,25%.dec antigeno; em outro par de linhas para

persisténcia e nao-persistencia dos anticorpos cinco e 21 dias




pos-inoculacao do antigeno. A resposta i selecdoc mostrou a e-
xistencia de variacdo genética para alto e baixo nivel de an-
ticorpos cinco dias poés-inoculacdo e para persisténcia dos ti
tulos. Nao obtiveram resposta a selecdo para nao-persisténcia
dos titules.

Z1JPP & LEENSTRA (1980) determinaram os tTtulos de
aglutininas totais, Z-mercaptoethanol (2-ME) sensiveis e Z-ME
resistentes, em 598 galinhas de linhagem leve com 6 semanas de
idade, apos injecdo intramuscular de um ml de papa de eritro-
citos de carneiro. O malor valor médio para os anticorpos to-
t als fol observado no 79 dia pOs-inoculacac. As herdabilida-
des variaram de 0 a 0,5 para todos os parametros. Concluiram
que a resposta a selecdo para o titulo de aglutininas totais
¢, por conseguinte, nao facilmente previsivel.

Os efeitos de vacﬁu@ées virais e imunizacao com e-
Titrocitos de carneiro na resposta humoral de frangas de pos-
tura foram pesquisados por ZIJPP et alii (1982), que as vaci-
naram contra doenga de Marek, Newcastle, Bronquite Infecciosa
e doenca infecciosa ca bolsa de Fabricio, as idades recomenda
das na pratica comercial. A 72 semana de idade foram imuniza-
das por injecao intramuscular de um ml de papa de eritrdcitos
de carneiro. Observaram que os titulos de anticorpos inibido-
res da hemaglutinacdo para bronquite infecciosa nao foram afe
tados pela vacinacao ou pela imunizacdo. J& os anticorpos ini
bidores da hemaglutinacao para Newcastle foram significativa-
mente elevados pela vacinacac e imunizacao. A resposta de an-
ticorpos aglutinantes para eritrocitos de carneiro também foi
nositivamente afetada pela vacinacdo, consistindo em aumento
da taxa de anticorpos 2-ME sensiveis.

Procurando verificar os efeitos da origem genética,
tipo e dose de antigeno na respogta imune das aves, ZIJPP
(1983a) determinou o titulo de aglutininas totais e 2-ME -eo-
sistentes em frangos de tres origens genéticas, a saber, uma
linhagem de corte; uma de postura e uma de médic peso. As a-

ves foram inoculadas via intramuscular, aos 34 dias de idade,




com um ml de uma suspensao de eritrocitos de carneiro a 100,

10 ou 1% em salina fosfatada tamponada. Os titulos de anticor

pos foram determinados nos dias zero, trés, sete e 14 pas-in-

jecao. Diferencas entre os grupos genéticos determinaram dife

rencas nos titulos de aglutininas totais. A posicao das linha

gens variou com o dia p0s-injecdao. A Tesposta imune celular a
inoculacao de fitohemaglutinina (FHA) foil avaliada acs 49 dias
de idade, ap0s injecdo intradérmica na membrana da asa. A 1li-
nhagem de corte apresentou a mais forte reacao a FHA, seguida
da linhagem de médio peso e da 1eve; sendo as diferencas sig-
nificativas. Nao foi observada correlacio entre os titulos de
aglutininas para eritrocitos de carneiro e a resposta a FHA.
Os autores concluiram experimentalmente que a selecao rara
resposta imune geral pode significar a combinacdo de parame-
tros de respostas humorais e ‘mediadas por celulas.

ZIJPP et alii (1983) procederam & analise genética
das respostas imunes, primaria e secundaria, em aves inocula-
das aos 38 e 66 dias de idade' via intramuscular, com um ml
de uma suspensao a 25% de eritrccitos de carne1ro. Os titulos

foram determinados nos dias zero, tres, cinco, sete e 10 pos-

injecao. Os maiores valores para os titulos de aglutininas to

tals foram observados nos dias sete (5;2 logz) e cinco ( 7,0

1002) para as respostas primaria e secundaria, respectivamen

te. A resposta primaria foi caracterizada por um nivel baixo
de anticorpos 2-ME resistentes. Nao foram observadas indica-
¢oes de que a influencia geneética na resposta secundaria seja

menos forte que a influéncia gené€tica na resposta primaria.

2.4. Parametros imunolégicos X caracteristicas pro-

dutivas

Segundo GAVORA & SPENCER (1978) o conhecimento das
relacGes genéticas da resisténcia as doengas com as caracte-
risticas economicamente importantes € essencial para selecdao
pratica. Contudo, sua avaliacio & dificil e estimativas  das

correlacoes genéticas em populacées afetadas por doencas saoc




n

menos iuteis, porque, nessas circunstancias, € impossivel de-
terminar se as aves produzem menos porquanto afetadas por doen
cas ou porque tém um menor potencial genético para a caracte-
ristica medida. Uma maneira possivel de se evitar este proble
ma seria usar parte da populacac desafiada com o agente, para
se medir a resisténcia e outra, em ambiente livre de doencas,
para verificacao das caracteristicas produtivas. Por outro la
do, essas estimativas sao igualmente muito Uteis para a deter
minacdo dos efeitos da selecdo para caracteristicas produti-
vas na resisténcia as doencas.

SIEGEL & GROSS (1980) observaram frangos significati
vamente mais pesados, a quatro semanas de idade; na linha se-
lecionada para nivel baixo de anticorpos, comparativamente aos
animais das linhas controle e de alto nivel de anticorpos. As
linhas selecionadas para persisténcias.de anticorpos nao apre
sentaram diferencas nas caracteristicas produtivas.

Analogamente; GROSS et alii (1980) verificaram, a-
pos infeccao com Escherichia coli e Staphylococcus aureus, TE
ducio do crescimento e¢ perda de peso nas linhas selecionadas
para baixo e alto nivel de anticorpos para eritrocitos de car
neiro, com mais severos efeitos na linha de alta resposta imu
ne.

SIEGEL et alii (1982); pesquisando certas caracte-
risticas produtivas nas 63, 7% e 82 geracGes de uma linhagem
de galinhas de postura; submetida a selecao bidirecional para
niveis alto e baixo de anticorpos para eritrocitos de carnei
ro, verificaram que as femeas da linha de nivel baixo de anti
corpos eram significativamente mais pesadas aos 28 dias de i-
dade. Este mesmo padrao apresentou-se aos 168 dias de idade,
com as diferencas sendo significativas nas 62 e 7% geracoes.
Frangas da linbagem de nivel baixo comecaram sua producao a
idade significativamente menores. Nao foram encontradas dife-
rencas, entre as linhas, no tocante ao peso dos ovos. Malor
valor para densidade dos ovos foi significativamente encontra
do na linha de nivel baixo de anticorpos. Independente da ida

de, a duracao da fertilidade foi significativamente menor na
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linha selecionada para alto nivel de anticorpos. Em todas as
geragﬁes; a mortalidade ap6s 140 dias foi maior na linha de
nivel baixo de anticorpos, com a diferenca sendo significati-
va para o periodo de 140 a 392 dias de idade, na 72 geracao.
Por outro lado; ZIJPP (1983a) considera que a- res-
posta imune de anticorpos pode ser independente das diferen-
cas de peso corporal; em grupos geneticamente semelhantes.
ZIJPP (1983b) pondera que; apesar das escassas in-
formacoes com respeitc as correlacoes entre resisténcia as
doencas, parametros imunolégicos e caracteristicas economica-
mente importantes, a relacdo genética mnegativa entre peso cor-
poral e resposta imune humoral pode levar a uma reconsidera -
cao das metas de selecao das linhagens de corte na moderna in

dustria avicola.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local

O trabalho, que coﬁstou de dois experimentos, foi
tealizado nas instalacoes da Fazenda Experimental 'Professor
Hélio Barbosa" da Escola de Veterinaria da Universidade Fede-
ral de Minas Gerais, situada no municipio de Igarapé e no La-
boratorio Nacional de Referéencia Animal LANARA, localizado na
cidade de Pedro Leopoldo, MG, no periodo de setembro/1984 a
fevereiro/1985.

3.2. Aves de experimentacao

Foram utilizados um cruzamento e cinco linhagens co
merciais de frangos de corte, oriundos de planteis submetidos
ao seguinte programa basico de vacinacao simultanea contra a
doenca de Newcastle (NC) e a Bronquite Infecciosa (BI):

10-12 dias: vacina a virus vivo, via ocular.

.. 34-45 dias: vacina a virus vivo,nebulizacio.
90-100 dias: vacina a virus vivo, nebulizacao.
20-22 semanas: vacina 1nativada oleosa, via intra
muscular.

Os ovos férteis, procedentes de matrizes na faixa

de 40-50 semanas de idade, foram incubados no mesmo dia, e os
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pintos , ap5s selegao e vacinacao contra doenca de Marek e bog
ba aviaria, foram alojados enm galpéo; numa razao de 10 aves/
mz. De cada linhagem foram alojadas 500 aves (100 aves por re-
peticao) em cinco diferentes boxes escolhidos ao acaso.

Precaucoes sanitérias; temperatura, luz e Tegime
de nutricao foram de acordo com a pratica comercial. As compo-
sicoes das dietas se encontram na TAB. I.

Foram utilizadas as linhagens PILCH, COBB, HUBBARD,
COBB 58 e ARBOR-ACRES, codificadas respectivamente B, D, E, F
e G e o cruzamento PETERSON O x 0 HUBBARD, denominado C.

3.3. Experimento I

Teve como objetivos verificar o ganho de peso das
aves e determinar o nivel de anticorpos inibidores da hemaglu-

tinacao para NC e BI.
3.3.1. Esquema de vacinacio

Aos 15 dias de idade, as aves receberam, via ocu-

lar, 103’5 DIE50 do virus da BI (amostra Massachussets HI20*) e
6,5
107

revacinadas or nebulizacao**, aos 3] dias de idade, com as
’ 3 3

DIESO do virus da doenca de NC (amostra LaSota*). Foram
mesmas amostras vacinails e doses.

3.3.2. Preparo das amostras de soro

Foram utilizadas, para colheita de sangue, 10 aves/

repeticao, perfazendo um total de 50 soros/tratamento, a cada

sangria. As aves foram sangradas na veia ulnar no dia da pri-

* SALSBURY Laboratorio Ltda, Campinas, Sao Paulo (Brasil)
** Atomist Eletric Sprayer - model 1021

ROOT - LOWELL Corporation, Lowell, Michigan (EUA)
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meira vacinacao, 14 dias mais tarde e 12 dias ap0s a segunda
vacinacao. As amostras de sangue foram conservadas por uma noi
te a 4°C e o soro separado por centrifugacao e estmdozimzw)C,
de maneira que os testes de inibigao da hemaglutinacao (IH) de
todas as amostras, frente a determinado antigeno, fossem fei-

tos simultaneamente.
3.3.3. Prova sorologica para NC
3.3.3.1. Antigeno

Foi utilizado antigeno inativado elaborado segundo
BEARD et alii (1975), com titulo hemaglutinante de 1:3200. O-
vos embrionados de 10 dias de incubacao foram inoculados, via
saco alantoideano com 0;1 ml de uma diluigao 10'4 de vacina co
8DIESO/ml (amostra LaSota). Apos 72 ho

ras de incubacdo a 37°C, os ovos foram esfriados por 16 horas

mercial com titulo de 10

a 4°C e o 1iquido alantoide (LA) colhido. Formalina foi adicio
nada a uma concentracao final de 0;1% e 0 LA assim tratado foi
deixado a 37°C por-16 horas. Apo0s inativaciao, o LA foi centri-
fugado a 250 g por 15 minutos em centrifuga IEC B-20 A*, para
remocac de fragmentos celulares. Polietilenoglicol** (PEG) gra
nular de peso molecular 6.000 e cloreto de sddio a concentra-
¢oes finais, respectivamente, de 10% e 2% foram adicionados ao
LA. A mistura foi submetida a agitagao suave em agitador magne
tico ate a dissolucdo do PEG e do NaCl. Apds 2 horas a 4%c,
o LA foi novamente clarificado por centrifugacaoc a 250 g por
15 minutos em centrifuga mantida refrigerada. 0 liquido sobre-
nadante foi entao transferido a outros frascos e sumetido a u-
ma adicional centrifugacao a 3200 g por 90 minutos a 4°¢, Apos

desprezar o sobrenadante, o deposito formado foi recuperado em

* DAMON/IEC Division; Needham Hts.; Massachussetts (EUA)

** RIEDEL-de HREN AG, Seelze; Hannover (Alemanha Ocidental)
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um volume de solucao salina fosfatada 0,05M (pH 7,2), equiva-
lente a 1/20 do volume original de LA e submetido a sonica-
cao*, em tres ciclos de 30 segundos e 60 watts, para disper-
sar qualquer grumo. O antigenc sonicado foi diluido em igual
volume de solugao salina fosfatada (pH 7,2) contendo 50% de

glicerina e estotado a 4°C.
3.3.3.2. Eritrocitos

Sangue de quatro frangos de quatro a seis semanas
de idade, livres de anticorpos para NC e BI, foi colhido em
solucao de Alsever. Os eritrocitos foram lavados trés vezes em
solucao salina fisiologica e diluidos para obter-se uma sus-
pensao a 1%. Esta teve sua concentracio aferida por centrifu-
gacao em tubo de Hopkins modificado**. A suspensdo a 1% foi

estocada a 4°C por um periodo maximo de 48 horas.
5.3.3.3. Diluente

Solucao salina fisiologica foi utilizada como di-
luente.

3.3.3.4. Hemaglutinacao (HA)

O titulo hemaglutinante do antigeno viral foi de-
terminado atraves da prova de HA em sistema de microtitulo, ba
sicamente segundo técnica descrita por ALLAN et alii (1978).
Os testes de titulacao da HA e da inibigao da hemaglutinacao
(IH) foram realizados em microplacas*** de 96 cavidades com

fundo em ''U", usando volumes constantes de 0,150 ml (150 pl1).

* Lab-Line ULTRATIP, model 9100
LAB-LINE INSTRUMENTS, Inc, Melrose Park; I1linois (EUA}
** IVA, Buenos Aires (Argentina)
*** DYNATECH Laboratories Inc.; Alexandria, Virginia (EUA)
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A partir de uma diluigdo "de trabalho'™ de 1:10 do antigeno es-
toque, foram feitas; em tubos, diluicoes iniciais de 1:4, 1:5,
1:6 e 1:7. Com o uso de micropipetas* padronizadas para libera
c¢ao de 0,05 ml e microdiluidores* calibrados para transferen-
cia de 0,05 ml, foram feitas diluicdes duplas a partir dessas
diluicoes iniciais e um igual volume de diluente "(equivalente
ao volume do soro no teste de IH) foi adicionado. Um volume
(0,05 ml) da suspensdo de eritrécitos a 1% foi adicionado, a
placa submetida a agitacao** por 15 segundos e deixada a tempe
ratura do laboratdrio. Apos um periodo de 30 a 45 minutos, a
placa foi examinada, sendo o titulo hemaglutinante eXpresso co
mo a reciproca da maior diluicdo que causou 50% de hemaglutina

cao, que corresponde a uma unidade hemaglutinante (UHA).
3.3.3.5. Inibicao da hemaglutinacio (IH)

A presenca de anticorpos inibidores da hemaglutina-
¢ao para o virus de NC foi determinada através da microtécnica
de IH descrita por ALLAN et alii (1978). Utilizando micropipe-
tas e microdiluidores de 0;05 ml, os soros foram diluidos em
microplacas. A cada diluicao foi adicionado um volume de 0,05
ml de antigeno viral contendo 4 UHA, sendo as placas agitadas
por 15 segundos e deixadas por 15 minutos a temperatura do la-
boratério. Um volume da suspensaoc de eritrocitos a 1% foi adi-
clonado a cada mistura soro—virus; seguido de novo periodo de
agitacao. As placas foram examinadas apos um periodo de 30 a
45 minutos a temperatura do laboratorio, sendo os titulos ini-
bidores da hemaglutinacao lidos como a reciproca da maior di-
luicao onde ocorreu 50% de inibicdo. Controles apropriados de

$0ros positivo, negativo e eritrocitos foram mantidos nas mes-

* DYNATECH Laboratories Inc., Alexandria, Virginia (EUA)
** Microshaker 11

DYNATHEC Laboratories Inc., Alexandria, Virginia (EUA)
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mas condicoes. A concentraciao do antigeno (4 UHA) foi aferida
por retrotitulacdao. Todos os titulos de IH foram adequadamente ex-
pPressos em termos de 1og2.

3.3.4. Prova soroldgica para BI

3.3.4.1. Antigeno

Foi utilizade antigeno elaborado segundo KING (1982a),

com titulo hemaglutinante de 1:128. Ovos embrionadeos de 10 dias
de incubacao foram inoculados, via saco alantoideanoc com 0,1
ml de uma diluicdo 10_1 do virus estoque, amostra M-41 de bai-
xa passagem. Apos 30-48 horas de incubacao a 370C os ovos fo-
ram esfriados por 16 horas a 4°C e o l1iquido alantdide (LA) co
lhido. Apo0s clarificacio por centrlfugagao a 1000 g por 45 mi-
nutos, em centrifuga refrigerada a 4° C, o LA foi concentrado por
nova centrifugacdo a 39.000 g por 40 minutos. O material viral
sedimentado foi recuperado em solugao salina tamponada com HEPES*
(pH 6,5), em volume equivalente a 1/100 do volume original de
LA. Fosfolipase C** tipo 1, diluida a uma concentracao de uma
unidade/ml em solucdo salina HEPES tamponada, foi misturada em
partes lguais com o virus 100 X concentrado. A misturaz virus-
enzima foi incubada a 37°C por deas horas. O antigeno foi esto
cado a 4°C.

3.3.4.2. Eritrocitos
Foi utilizada suspensdo a 1% em solucio salina fos-

fatada 0,05 M (pH 7,2), de eritrocitos de frangos, preparada co-
mo no item 3.3.3.2.

* INLAB, Sao Paulo, SP (Brasil)

** SIGMA Chemical Co.; St. Louils, Missouri (EUA)
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3.3.4.3. Diluente

Solucao salina fosfatada 0,05 M (pH 7,2) foi utili-

zada como diluente.
3.3.4.4. Hemaglutinagéo (HA)

O titulo hemaglutinante do antigeno viral foi deter
minado através da prova de HA em sistema de microtitulo, segun
do técnica padronizada por ALEXANDER et alii (1983). Os testes
de titulacao da HA e da inibicao da hemaglutinacdo (IH) foram
realizados em microplacas de 96 cavidades com fundo em “"ur, u-
sando volumes constantes de 0;075 ml (75 pl). Foram feitas, em
tubos, diluicoes iniciais de 1:4, 1:5, 1:6 e 1:7. Com o uso de
micropipetas padronizadas para liberacio de 0,025 ml1 e microdi
luidores calibrados para transferéncia de 0,025 ml, foram fei-
tas diluicoes duplas a partir das diluicdes iniciais e um i-
gual volume de diluente (equivalente ao volume do SoTo no tes-
te de IH) foi adicionado. Um volume (0,025 ml) da suspensao de
eritrocitos a 1% foi adicionado, a placa submetida a agitacio
por 15 segundos e deixada a 4°C por um periodo de 30 a 45 minu
tos. O titulo hemaglutinante foi exXpresso como a reciproca da
maior diluigao que causou 100% de hemaglutinacao, que corres-
ponde a wuma UHA.

3.3.4.5. Tratamento dos soros

Para melhor leitura da prova de IH, os soros foram
previamente tratados com caolim*; em microplacas de 96 cavida-
des de fundo chato, segunde metodologia descrita por KING (1982b).
Foram adicionados 0,05 ml de soro e 0;150 ml de uma suspensao
de caolim a 12,5% em diluente, a cada cavidade da placa, que

foi coberta por tampa adesiva; agitada por 15 segundos e deixa

* FISHER Scientific Co., Fair Lawn, New Jersey (EUA)
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da a temperatura do laboratorio por uma hora. O caolim foi se-
dimentado por centrifugacao* a 500 g por 15 minutos. O sobrena

dante foi considerado comec uma diluicao a 1:4 do soro.
3.3.4.6. Inibicao da hemaglutinacao (IH)

A presenca de anticorpos inibidores da hemaglutina-
ciao para o virus da BI foi determinada através da microtécnica
de IH descrita por ALEXANDER et alii (1983).Utilizando micropi
petas e microdiluidores de 0,025 ml, os soros previamente tra-
tados foram diluidos em microplacas. A cada diluicao foi adi-
cionado um volume de 0,025 ml de antigeno viral contendo 4 UHA,
sendo as placas agitadas por 15 segundos e deixadas por 15 mi-
nutos a 4°C. Um volume da suspensao de eritrécitos a 1% foi a-
dicionado a cada mistura soro—virus; seguido de novo periodo de
agitacao. As placas foram examinadas ap0s um periodo de 30 a
45 minutos a 4°C, sendo os titulos inibidores da hemaglutina-
¢ao lidos como a reciproca da maior diluicdo onde ocorreu 100%
de inibicao. Controles apropriados de soros positivo, negativo
e eritrocitos foram mantidos nas mesmas condigoes. A concentra
cio do antigeno (4 UHA) foi aferida por retrotitulacao. Todos
0os titulos de IH foram adequadamente expressos em termos de
log,- Devido ao elevado custo do antigeno de BI, apenas os so-
ros dos tratamentos B, C e F - foram analisados na oportunida-
de.

" 3.3.5. Pesagem das aves
0 peso das aves foi obtido ao final do experimento.

Aos 49 dias de idade todas as aves de cada repeticao foram pe-

sadas e calculado o peso médio/ave.

** Centrifuge carrier 001-010 - 5102

DYNATHEC Laboratories Inc., Alexandria; Virginla (EUA)
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3.4. Experimento II

Teve como objetivos verificar o ganho de peso das
aves e determinar o nivel de hemaglutininas para eritrocitos de
carneiro. Foram utilizadas as linhagens B, D, E, FegG.

3.4.1. Imunizacao

Aos 28 dias de idade, 10 aves de cada repeticao, to
talizando 50 aves/linhagem, receberam, via intramiscular, 1,0ml de u
ma suspensao a .10% de eritrocitos de carneiro em solucao salhu1fi
sioldgica. A dose foi injetada em duas porcGes iguais, uma em
cada coxa. Os eritrocitos de carneiro foram obtidos, em uma S0
lucao de heparina*, de seis diferentes animais, lavados trés
vezes em salina fisiologica e a suspensio teve sua concentra-

cao ajustada por centrifugacdo em tubo de Hopkins medificado.
5.4.2. Preparo das amostras de plasma

As aves foram sangradas na veia ulnar no dia da imu
nizacao e no 109 dia pds-inoculacido. Antes da colheita do san-
gue, as seringas foram umedecidas com uma solucido de heparina
para evitar a coagulacao. As amostras foram conservadas poY u-
ma noite a 4°C e o plasma separado por centrifugacao e estoca-
do a -20°C.

3.4.3. Teste de hemaglutinacao

A presenca de anticorpos hemaglutinantes para eri-
trocitos de carneiro foi determinada, em sistema de microtitu-
lo, segundo técnica descrita por ZIJPP & LEENSTRA (1980). O ti
tulo total de anticorpos hemaglutinantes foi obtido por duplas
diluicoOes do plasma em solucao salina fosfatada 0,05 M (pH 7,2),

* GLAXO do Brasil S.A., Rio de Janeiro, RJ (Brasil)




em microplacas com fundo em "U", utilizando micropipetas e mi-
crodiluidores de 0;05 ml e consecutiva adicdo de um volume (0,05ml)
de suspensao a 2% de eritrdcitos de carneiro em diluente. An-
ticorpos resistentes ac 2-mercaptoethanol (2-ME) foram determi
nados, de maneira similar, em amostra de plasma previamente tra-
tado, por incubacdo a 37°C 5or 30 minutos, com igual volume de
uma solucao a 0,2M de 2-ME* en solucao salina fosfatada. As
leituras dos testes foram feitas apos um tempo de reacio de
45-60 minutos. Os titulos de anticerpos total e Z-mercaptoetha
nol resistentes (Z—MEr) foram expressos como 10g2 da reciproca
da maior diluicao onde ocorreu 100% de aglutinacao. A reducao
do titulo total, devido ao tratamento pelo 2-ME, foi classifi-

cada como anticorpo 2-ME sensivel (Z—MES].
3.4.4. Pesagem das aves
Foi adotado o mesmo procedimento do item 3.3.5.

3.5. Delineamento experimental e analise estatisti-
ca

(0 delineamento utilizado foi o inteiramente casuali
zado, com cinco repeticdes por tratamento e 10 aves por repeti
cao.

Como € usual em analises deste tipo de dados, os ni
vels de anticorpos foram expressos como a reciproca da dilui-
¢ao do soro considerada como leitura final e transformados na
notacao 10g2. Todas analises subseqllentes foram efetuadas com
0s niveis de anticorpos assim referidos. Os resultados foram
submetidos a analise de variincia (TAB. 11, I1I e IV), confor-
me SNEDECOR & COCHRAN (1967). Para a analise das diferencas en
tre tratamento foi utilizado o teste de Duncan (GOMES, 1976).

* BDH Chemicals Ltd., Poole; Inglaterra




TABELA I - Composicao das dietas

Ingredientes Inicial Final

Milho 55,00 58,00
Soja 38,05 33,05
Oleo de visceras 3,00 5,00
Fosfato bicalcico 2,00 2,00
Calcario 1,10 1,10
Sal 0,35 0,35
Premix* 0,50 0,50
Total 100,00 100,00
Proteina bruta (%) 22,2 20,1

Energia (Kcal EM/kg) 3010,3 3174,7

Calcio (%) 1,02 1,01
Fosforo digestivel (%) 0,47 0,47

* Vitaminas, minerais, metionina, coccidicida




22

TABELA IT - Modelo da analise de variancia para os niveis de
anticorpos inibidores da hemaglutinacao para NC e

peso das aves {experimento I)

Fontes de variacao Graus de liberdade

Total 29
Tratamentos [
Residuo 24
TABELA III - Modelo da analise de variancia para os niveis de

anticorpos hemaglutinantes para eritrécitos de car

neiro e peso das aves (experimento T11I)

Fontes de variacao Graus de liberdade
Total 19
Tratamentos : 4
Residuo | 15




TABELA IV - Modelo da analise de varidncia para os

anticorpos inibidores da hemaglutinacio para BI

- .
niveis

t
971

de

Fontes de variacao

Graus de liberdade

Total
Tratamentos

Residuo

14

12
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4. RESULTADOS
4.1. Experimento I

4.1.1. Resposta imune & vacinacao contra a doenca
de NC

Os titulos médios dos anticorpos inibidores da hema
glutinacao, expressos em termos de 1og2, encontram-se na TAB.
V. As sels linhagens estudadas apresentaram diferencas signifi
cativas nos niveis de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo de
origem materna, ou seja, imunidade passiva (TAB. VI). Os titu-
los médios da resposta imune 3 primovacinacao foram semelhan-
tes entre si (TAB. VII}. Contudo, a linhagem B apresentou uma
resposta 1mune secundaria maior do que as demais linhagens, sen
do esta diferenca significativa (TARB. VIII). o GRAF. 1 elucidsa

melhor as tendencias observadas.
4.1.2. Resposta imune a vacinacao contra a BI

Os titulos médios dos anticorpos inibidores da hema
glutinacao, expressos em termos de logz, encontram-se na TAB.
IX. Foram observadasdiferencas significativas nos niveis de an-
ticorpos de origem materna e na resposta primdria ao virus da
BI (TAB. X e XI). Entretanto, as médias obtidas na resposta se

cundaria foram semelhantes entre si (TAB. X11).
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TABELA V - Titulos médios de anticorpos inibidores da hemagiu
tinacao para o virus da doenca de NC, em soros co
lhidos no dia da primovacinacdo, no 149 dia apés a

primovacinacdo e 129 dia apGs a revacinacio

Titulos médios de anticorpos (logz)*

Tratamento
Anticorpos Resposta Resposta
maternos primaria secundaria
B 1,52 2,84 3,49
c a a
c 1,44C 2,76a 2,10b
D 2,37b 2,79a 1,98b
E 0,75d 3,ISa 2,40b
F 3,36 2,88 2,30b
G 2,51b 2,71a 2,28b

* Médias com letras distintas, em uma mesma coluna, diferem

significativamente ao nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA VI - Quadrado médio da analise de variincia para o ni-
vel de anticorpos maternos inibidores da hemaglu-

tinacao para o virus da doenca de NC

Fontes de variacao Graus de liberdade Quadrado médio
Total 29

Tratamentos 5 4,34*
Residuo 24 0,18

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

TABELA VII - Quadrado médio da anilise de varidncia para o ni
vel de anticorpos inibidores da hemaglutinacio pa-

ra o virus da doenca de NC - resposta primaria

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio
Total 29

Tratamentos 5 0,14
Residuo 24 0,12
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TABELA VIII - Quadrado meédio da analise de variancia para o

nivel de anticorpos inibidores da hemaglutina-

cao para o virus da doenca de NC - resposta se-

cundaria

Fontes de variacao Graus de liberdade Quadrado meédio
Total 29

Tratamentos 5 1,47%
Residuo 24 0,22

»

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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TABELA IX - Titulos médios de anticorpos inibidores da hemaglu
tinacao para o virus da BI, em soros colhidos no
dia da primovacinac@o, no 149 dia apés a primovaci

nacao e 129 dia ap6és a revacinacio

Titulos médies de anticorpos (log,)+

Tratamento -
Anticorpos Resposta Resposta
maternos primaria secundaria
B 3,84b 2,72ab 2,50a
C 4,12a 2,58b 2,442
F 4,242 2,86a 2,30a

* Medias com letras distintas, em uma mesma coluna, diferem sig-

nificativamente

TABELA X - Quadrado médio da analise de variancia para o nivel
de anticorpos maternos inibidores da hemaglutinacao

para o virus da BI

Fontes de Variagﬁo Graus de liberdade Quadrado médjo
- Total 14

Tratamentos 2 0,21*

Residuo 12 0,03

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade




30

TABELA XI - Quadrado médio da analise de variancia para o ni-

vel de anticorpos inibidores da hemaglutinacao pa

ra o virus da Bl - resposta primaria
Fontes de variacao “Graus de liberdade Quadrado médio
Total 14
Tratamentos 2 0,10*
Residuo 12 0,03

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

TABELA XII - Quadrado médio da analise de variancia para o ni

vel de anticorpos inibidores da hemaglutinacao pa-

ra o virus da BI - resposta secundaria
Fontes de variacao Graus de liberdade Quadrado médio
Total 14
Tratamento i 0,06

Residuo 12 0
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4.1.3. Peso medio das aves

Os pesos corporais, obtidos aos 49 dias de idade,
sao apresentados na TAB. XIII e a analise de variancia na TAB.
XIV. As aves mais leves foram da linhagem B. Nao houve diferen
cas significativas entre as aves dos tratamentos C, Ee G, ou

entre as linhagens D e E ou, ainda, entre as linhagens D e F.
4.2, Experimento II

4.2.1. Resposta imune a inoculagao de eritrdcitos

de carneiro

Hemaglutininas naturals, pesquisadas nos soros co-
l1hidos no dia da imunizacao, estavam presentes em algumas a-
ves, com o titulo médio para todas as linhagens de 0,45 (log,) .
Considerando que virtualmente todos os titulos para os anticor
pos Z2-ME resistentes apresentariam valor 0 (ZIJPP & LEENSTRA,
1980), nao procedemos sua pesquisa.

Na TAB. XV sao apresentados os tItulos médios da
resposta de anticorpos no 109 dia pos-inoculacio de eritréci -
tos de carneiro. As diferentes linhagens apresentaram resulta-
dos estatisticamente semelhantes entre si {TAB. XVI, XVII e
XVIII).

4.2.2. Peso medio das aves

Os pesos corporais, obtidos aos 49 dias de 1dade,
sao apresntados na TAB. XIX e a analise de variancia na TAB.
XX. As aves mais ijeves foram da linhagem B ¢ as mais pesadas da
linhagem E, sendo a diferenca significativa. Nio houve diferen
¢a significativa entre as linhagens b, F e G; que apresentaram

pesos quase lguais.
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TABELA XIII - Peso meédio des frangos aos 49 dias de idade, em

quilogramas - experimento I
Tratamento Peso médio*
B 1,989,
C 2,154a
D 2,085bC
E 2,121ab
F 2,053
o
G 2,128 _
a

* Medias com letras distintas diferem significativamente ao ni
vel de 5% de probabilidade

TABELA XIV - Quadrado médio da anadlise de varidncia para peso

dos frangos aos 49 dias de idade - experimento I
Fontes de variacao Graus de liberdade Quadrade médio
Total 29
Tratamentos 5 0,018*
Residuo 24 0,001

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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TABELA XV - Titulos médios de anticorpos hemaglutinantes to-
tais, 2-ME sensiveis e 2-ME resistentes, para eri-
trocitos de carneiro, em soros colhidos no 109 dia

os-inoculacao
p

‘Titules medios de anticorpos (log,)

Tratamento

Totais Z-~-ME 2-ME
. 5 T

E T2,90 2,30 0,54

D 2,28 1,80 0,48

E 2,78 2,08 0,70

F 2,78 2,14 0,04

G 2,40 1,90 0,50
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TABELA XV1 - Quadrade médio da andlise de varidncia para o ni-
vel de anticorpos hemaglutinantes totais para e-

ritrocitos de carneiro, 10 dias pés-inoculacio

Fontes de variacio Graus de liberdade Quadrado médio

Total 24

Tratamentos 4 0,37

Residuo 20 0,32

TABELA XVII - Quadrade médio da andlise de variancia para o ni
vel de anticorpos hemaglutinantes 2-ME sensi-

vels, 10 dias pos-inoculacio

Fontes de variacao Graus de liberdade Quadrado médio
Total 24

Tratamentos 4 0,24
Residuo 20 0,25
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TABELA XVIII - Quadrado médio da andlise de varifncia para o
nivel de anticorpos hemaglutinantes 2-ME resis-

tentes, 10 dias pés-inoculacio

Fontes de variacao Graus de liberdade Quadrado médio
Total 24

Tratamentos 4 0,05
Residuo 20 0,05

TABELA XIX - Peso medio dos frangos aos 49 dias de idade, em

quilogramas - experimento I1I
Tratamento Pesoc medio*
B 1,865
D 1,975b
E 2,080
d
F 2,008,
G 1,990,

*Meédias com letras distintas diferem significativamente ao ni-
vel de 5% de probabilidade.
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TABELA XX - Quadrado médio da anilise de variancia para  peso
dos frangos aos 49 dias de idade - experimento II

Fontes de variacao Graus de liberdade Quadrado médio
Total ) 24

Tratamentos 4 0,030*
Residuo ' 20 0,001

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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5. DISCUSSAQ
5.1. Experimento 1
5.1.1. Resposta imune para BI

Segundo GELB & KILLIAN (1984), € importante reco-
ﬁhecer os fatores que podem influenciar a extensio da resposta
de anticorpos ao virus da BI, medida por teste de inibicio da
hemaglutinacao ou teste de virus-neutralizacao. Esses incluem
a virulencia viral afetada pelo niumero de passagens em embriio
de galina, idade da ave quando da vacinacdo e o nivel de anti-
COorpos maternos, em aves precocemente inoculadas.

Os titulos dos anticorpos inibidores da hemagluti-
nacao para o virus da BI (TAB. IX)} ndo apresentaram aumento a-
pOs as vacinacdes com a amostra H120, que apresenta um alto
grau de adaptacao a embriao de galinha. Esses resultados con-
cordam com os achados wvpor GOUCH & ALEXANDER (1979), TIMMS
& BRACEWELL (1981) e ZIJPP et alii (1982).

Com referencia a idade da primovacinacao, ANDRADE
et alii (1983} consideram que a vacinacao a 22 semana de vida
pode resultar em uma resposta imune satisfatdoria, porquanto os
anticorpos de origem materna ja baixaram a niveis tais que di-
minuem a possibilidade da interferencia na infeccdo pelo virus
vacinal da BI. Por outro lado, DAVELAAR & KOUWENHOVEN  (1977)
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sugeriram gque as aves, a esta idade; ja apresentariam maturida-
de imunoldgica suficiente para resistir aos efeitos patogeni-
cos do virus vacinal.

GELB & KILLIAN (1984) ponderam que o teste de IH
para BI ¢ um método adequado para diagnéstico e riapida soroti-
pagem de amostras isoladas do campo. Da mesma maneira, pode
ser util na avaliacio de anticorpas em soros de aves convencio
nalmente criadas; contudo, deve ser objeto de uma interpreta-
cao cuidadosa, considerando-se os varios fatores que afetam a
complexa resposta imune ao virus da BI.

Analogamente, GOUCH & ALEXANDER (1979) e DARBYSHIRE
(1982) advertem que os titulos inibidores da hemaglutinacio nio
sdo necessariamente relacionados ao nivel de protecao da tra-
quéia contra desafio.

TIMMS & BRACEWELL (1981} reforcam a opiniao que ti
tulos balxos de IH, observados na resposta primiaria a vacina-
¢ao com vacinas vivas, ndo devem ser necessarizmente interpre-
tados como falta de protecao.

No entanto, outras provas, tais como o reisolamento de virus
desafio, a partir dé traquéia e a observacdo da atividade do epitélio ci-
liar tfaqueal, talvez proporcionem melhores resultados na ava -

liacao da resposta imme de diferentes grupos gencticos ao virus da BI.
5.1.2. Resposta imune para NC

Objetivando uma adequada imunizacao de pintos con
tra doenca de NC, € essencial a observacio de certos requisi-
tos, ou seja, tipo de vacina, idade dos pintos a vacinacao, in
tervalo entre vacinagoes e nivel de anticorpos maternos.

A despeito da utilizacdo, nos plantéis reproduto-
res, do mesmo programa basico de vacinacdo para a doenca de NC,
foram observadas diferencas significativas nos niveis de anti-
corpos maternos inibidores da hemaglutinacado (variacao de 0,75 a
3,36 - TAB. V).

Um volume consideravel de trabalhos tém sido publi

cados mostrando que a imunidade congénita passiva pode preve-
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nir ou adversamente afetar a resposta soroldgica de pintos 3
vacinacao contra a doenca de NC (BENNEJEAN et alii; 1978; HOL-
MES, 1979; EIDSON et alii, 1982§ GIAMBRONE, 1983).

Os resultados da resposta primaria de anticorpos
foram semelhantes entre si; com o maior titulo observado na 1i
nhﬁgem E, que apresentou, aos 15 dias de idade; o menor nivel
de anticorpos maternos. As linhagens nio apresentaram altos ti
tulos de anticorpes, o que concorda com o principio da neutra-
lizacao de particulas virais pela imunidade passiva residual, a
qual previne uma efetiva resposta vacinal. Por outro lado, UHR
& MOLLER (1968) afirmam que o efeito regulador do anticorpo na
resposta imune secundaria € marcadamente menos efetivo que a
supressao da formacao primaria de anticorpos.

A linhagem B se destacou das demais por sua signi-
ficativa producdo de anticorpos na resposta imune secundaria.
Essa diferenca pode ser atribuida a fatores geneticos, visto
que a linhagem C possuia niveis semelhantes de anticorpos de o
rigem materna e apos a primovacinacio, nio respondendo a reva-
cinacao.

TIZARD (1982) afirma que se uma segunda dose de an
tigeno &€ dada a um animal ainda possuidor de anticorpos circu-
lantes apos uma resposta imune primiria, entio o nivel desses
anticorpos pode cair por alguns dias, até que a resposta imune
secundaria se ponha en plena marcha. Esta denominada fase nega
tiva ocorre como resultado da ligacdo do antigeno injetado aos
anticorpos, com posterior remogcao da corrente circulatéria. Os
niveis baixos de anticorpos da resposta secunddria, observados
neste experimento; podem ser assim explicados. Adicionalmente
devemos lembrar que a via de administracdo do antigeno nio &
direta e, portanto, o virus deve, em uma primeira fase, se mul
tiplicar ao nivel do epitélio das vias respiratdrias, antes de
solicitar as celulas imunocompetentes da ave para a producac de

anticorpos circulantes.

5.1.3, Pesoc das aves
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Os valores médios para os pesos corporais das aves
estao de acordo com os encontrados na pratica comercial.

As aves mais leves foram as da linhagem B, (TAB.
XIII) que apresentou diferenca significativa na resposta imune
secundaria ao virus da doenca de NC. Esta correlacdo negativa
entre peso corporal e resposta imune humoral foi observada em
outros experimentos (SIEGEL & GROSS, 1980; GROSS et alii, 1980;
SIEGEL et alii, 1982).

Os recursos metabolicos de um organismo sao distri-
buidos basicamente para funcdes tais como resposta imune, cres
cimento e reproducao. Embora uma alta produgao de anticorpos pos
sa ter influéncia negativa nas outras duas funcgoes, isto deve
ser considerado em um contexto temporal, por que vantagens a
curto prazo podem ser anuladas e/ou resultar em desvantagens du-
rante a vida produtiva (SIEGEL et alii, 1982).

5.2. Experimento II

O controle genetico quantitativo da resposta prima-
rlia de anticorpos tem sido demonstrado em aves (SIEGEL & GROSS ,
1980;' Z1JPP & LEENSTRA, 1980). Nesses estudos, eritrocitos de
carneiro foram escolhidos como agente imunizante. Os eritroci-
tos de carneiro sdo antigenos naturais multideterminantes, que
provocam uma resposta imune humoral dependente de células ti-
mo- e bursa-derivadas (WHITE & NIELSEN, 1975; ZIJPP et alii,
1983; WING, 1984). Por sua vez, a maioria dos agentes patoge -
nos tambem possul estruturas antigenicas complexas. Contudo, um
Unico parametro imunologico parece ser insuficiente para a ca
racterizacgdo da cavnacidade imunologica geral. E provavel que,
comparavelmente aos camundongos e homens, a resistencia a algu
mas doencas aviarias seja estreitamente relacionada ao comple-
xo0 B de histocompatibilidade e a resistencia a outras doencas
seja codificada por outros genes fora do complexo B. Portanto,
um indice baseado nas respostas imunes humorais e a mediacao
celular; na fagocitose e em marcadores do complexo B, devera

ser estabelecido como indicador da resisténcia as doencas in-
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fecciosas (CRITTENDEN, 1983; ZIJPP, 1983b).

Procurando verificar, em aves, diferencas genéticas
na resposta de anticorpos para eritrocitos de carneiro; varios
autores experimentaram diversos esquemas de imunizacdo (WHITE
& NIELSEN, 1975; GROSS, 1979; ZIJPP & LEENSTRA, 1980; ZIJPP et
alii, 1982; ZIJPP; 1983a; ZIJPP et-alii, 1983), onde combina -
ram dose, via e tempo decorrido ap6s a inoculacgio para a san-
gria. ZIJPP et alii (1983) enfatizaram a importancia do esque -
ma de imunizacao no efeito fenotipico dos genes reguladores da
resposta imune.

Os niveis baixos de hemaglutininas naturais, obser-
vados no dia da inoculacdo (valor médio de 0,45), concordam com
aqueles encontrados por WHITE & NIELSEN (1975); Z1JPP & LEENS-
TRA (1980} e ZIJPP et alii (1982). Apesar de encontrar, igual-
mente, niveis baixos de hemaglutininas no dia 0, ZIJPP (1983a)
verificou diferencas significativas entre as linhagens estuda-
das.

Com a inoculacao de 1 ml de suspensdo a 10% de eri
trocitos de carneiro, via intramuscular e avaliacao sorologica
no 109 dia pods-inoculacido, nao foram encontradas diferencas sig
nificativas, nos niveis de anticorpos, entre as linhagens tra-
balhadas (TAB. XV). Entretanto, ZIJPP (1983a) trabalhando com
frangos de tres origens genéticas, a saber, uma linhagem de
corte, uma de postura e uma de médio peso, observou diferencas
significativas, até o 149 dia pés-inoculacao, nos titulos de
hemaglutininas, com maior valor médio no 79 dia. Consideérando
que as diferencas porventura existentes entre as cinco 1linha-
gens de frangos de corte fossem de pequena amplitude e, portan
to, de dificil deteccdo, talvez com um menor intervalo entre a
imunizacao e a sangria fosse possivel evidencia-las, ou ainda,

com a utilizagao de uma maior dose de antigeno.
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6. CONCLUSOES

Nas condicdes em que foram realizados os experimen-
tos, as seguintes conclusces foram obtidas:

1. 0 grau da resposta imune secundaria a vacinacao
contra doenca de Newcastle dependeu da origem genctica das a-
ves, tendo a linhagem Pilch apresentado o maior nivel de anti-
corpos inibidores da hemaglutinacao.

2. Correlacao negativa entre peso corporal e produ-
c¢do de anticorpos inibidores da hemaglutinacao para o virus da
doenca de Newcastle foi observada na linhagem Pilch, que apre-
sentou o menor peso corporal aos 49 dias de idade.

3. Nido foi observada influencia de linhagem mna pro-
ducio de anticorpos inibidores da hemaglutinacdo para o© virus
da Bronquite Infeccilosa e, tampouco, na producao de anticorpos
hemaglutinantes frente a eritrocitos de carneiro, nos diferen-
tes grupos geneticos estudados. |

4. Sioc necessarios maiores estudos de avaliacao das
respostas imunes em aves de diferentes origens genéticas, fren
te a antigenos diversos, bem cocmo suas correlacoes com caracte

risticas produtivas.




1.

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALEXANDER, D.J.; ALLAN; W.H.; BIGGS, P.M.; BRACEWEL, C. D.;
DARBYSHIRE, J.H.; DAWSON, P.S.; HARRIS, A.H.; JORDAN, F.
T.W.; MACPHERSON, 1.; McFERRAN, J.B.: RANDALL, C. J. :
STUART, J.C.; SWARBRICK, O.; WILDING, G.P. A standard te
chnique for haemagglutination inhibition tests for anti -
bodes to avian infectious bronchitis virus. Vet. Rec.
London, 113(3):64, 1983.

3

ALLAN, W.H.; LANCASTER, J.E.; TOTH, B. Newcastle disease

vaccines; theéir production and use. Rome, Food and Agri -

culture Organization of the United Nations, 1978. 163p.

ANDRADE, L.F.; VILLEGAS, P.; FLETCHER, 0.J. Vaccination of
day-old broilers against infectious bronchitis: effect of
vaccine strain and route of administration. Avian Dis.,
College Station, 27(1):178-87, 1983.

BEARD, C:W.; HOPKINS, S.R.; HAMMOND, J. Preparation of
Newcastle disease virus hemagglutination-inhibition test
antigen. Avian Dis., College Station, 19(4):692-9, 1975.

BENNEJEAN, G.; GUITTET; M.; PICAULT; J.P.; BOUQUET, J. F.;
DEVAUX, B.; GAUDRY, D.; MOREAU, Y. Vaccination of  one
day-o0ld chicks against Newcastle disease using inactiva -
ted 01l adjuvant vaccine and/or live vaccine. Avian Pathol.,

Houghton, 7(1):15-27, 1978.




10.

11.

12.

13.

14.

44

BIGGS, P.M. Disease prevention and control in poultry pxo
duction. In: DISEASE PREVENTION AND CONTROL IN POULTRY
PRODUCTION, Sydney; 1983. Proceedings. Sydney, Post-Gra-
duate Commitee in Veterinary Science, University of Syd-
ney, 1983. p.313-9,

COLE, R.K. & HUTT, F.B. Genetic differences in resistance
to Newcastle disease. Avian Dis., College Station, 5
(2):205-14, 1961.

CRITTENDEN, L.B. Recent advances in the genetics of disea
se resistance. Avian Pathol., Houghton, 12(1):1-8, 1983.

DARBYSHIRE, J.H. Immunity to avian infectious bronchitis.
In: POWELL, P.C. ed. Avian Immunology, Linton, British

Veterinary Poultry Association, 1982, p.68-72Z (Proceedings).

DAVELAAR, F.G. & KOUWENHOVEN; B. Influence of maternal an

tibodies on vaccination of chick of different ages against

infectious bronchitis. Avian Pathel., Hougton, 6(1): 41-
50, 1977.

EIDSON, C.S.; THAYER, S.G.; VILLEGAS, P.; KLEVEN, S.H. Vac
cination of broiler chicks from breeder flocks immunized
with a live or inactivated oil emulsion Newcastle disease
vaccine. Poult. Sci., Champaign, 61(8):1621-9, 1982.

FALLAH-MOGHADDAM, H.; GYLES, N.R.; PATTERSON, L.T.; SKEELES,
J.K.; WHITFILL; C.E. Genetic aspects of antibody titer
responses in chickens to different classes of antigens
Poult. Sci., Champaign, 63(Suppl. 1):98, 1984.

GAVORA, J.S. & SPENCER, J.L. Breeding for genetic resis-
tance to disease: specific or general? World's Poult.
Sci. J., Cambridge, 34(3):137-48, 1978.

GELB, J. Jr. & KILLIAN, S.L. Serodiagnosis of infectious
bronchitis using the HI tes. In: NINETEENTH NATIONAL
MEETING ON POULTRY HEALTH AND CONDEMNATIONS, Ocean City,
1984. Proceedings. Ocean City, 1984. p.26-31.




15.

16.

17.

18.

15.

20,

21.

22.

23.

GIAMBRONE, J.J. Evaluating Newcastle disease wvaccination
plans for broilers. Poult. Dig., Mt, Morris, 40(496):280,
282-3, 1983,

GOMES, F.P. <Curso de Estatistica Experimental. 6. ed. Pi-
racicaba, Nobel, 1976. 430p. -

GORDON, C.D.; BEARD, C.W.; HOPKINS, S.R.; STEGEL, H. S.
Chick mortality as a criterion for selection toward re-
sistance or susceptibility to Newcastle disease. Poult.
Sci., Champaign, 50(3):783-9, 1971.

GOUGH, R.E. & ALEXANDER, D.J. Comparison of duration of

immunity in chickens infected with a 1live infectious

bronchitis vaccine. Res. Vet. Sci., London, 26(3):329-32,
1979.

GROSS, W.B. Comparison of dose effect of sheep red cells
on antibody response in two lines of chickens. Avian Dis.,
College Station, 23(2):526-8, 1979.

GROSS, W.G.; SIEGEL, P.B.; HALL, R.W.; DOMERMUTH, C. H.;
DuBOISE, R.T. Production and persistence of antibodies
1n chickens to sheep erythrocytes. 2. Resistance to in-
fectious diseases. Poult. Sci., Champaign, 59(2):205-10,
1980.

HELLER, D.;  SOLLER, M.; PELEG, B. A.; RON-KUPER, N.

HORNSTEIN, K. Immune response to Newcastle disease vi-

H

rus vaccine, fowl-pox vaccine and Escherichia coli vac-
cine in bedouin and White Leghorn chickens. Poult. Sci.,
Champaign, 60(1):34-7, 1981.

HOLMES, H.C. Resistance of the respiratory tract of the
chicken to Newcastle disease infection following vaccina
tion: the effect of passively acquired antibody on its
development. i. Comp. Pathol., New York, 89(1):11-19, 1979.

KING, D.J. 1BV Hemagglutination (HA) antigen preparation.

Athens, U.S. Department of Agriculture, Agricultural

Research Service, Southeast Poultry Research Laboratory,




24,

25,

26,

27.

28.

29.

31.

32.

46

(1982a]. 2p. (Mimeografado).

KING, D.J. 1BV Hemagglutination inhibition test procedure.

Athens, U.S. Department of Agriculture, Agricultural
Research Service, Southeast Poultry Research Laboratory,
[1982b]. 2p. (Mimeografado).

KUPER-RON, N. & PELEG, B.A. Natural haemagglutinins and
immune responsiveness in young chicks. Avian Pathol.,
Houghton, 12(13:17-22, 1983.

PELEG, B.A.; SOLLER, M.; RON, N.; HORNSTEIN, K.; BRODY,
T.; KALMAR, E. Familial differences in antibody response
of broiler chickens to vaccination with attenuated and
inactivated Newcastle disease virus vaccine. Avian Dis.,
College Station, 20(4):6061-8, 1976.

SIEGEL, P.B. & GROSS, W.B. Production and persistence of
antibodies in chickens to sheep erythrocytes. 1. Direc-

tional selection. Poult. Sci., Champaign, 59(1): 1-5
1980.

SIEGEL, P.B.; GROSS, W.B.; CHERRY, J.A. Correlated res.
ponses of chickens to selection for production of anti-
bodies to sheep erythrocytes. égig. Blood Groups and
Biochem. Genet., Wageningen, 13(43:291-7, 1982.

SNEDECOR, G.W. & COCHRAN, W.G. Statistical methods. 6.ed.
Ames, Iowa State University Press, 1967, 593p.

SOLLER, M.; HELLER, D.; PELEG, B.; RON-KUPER, N. ; HORNSTEIN,
K. Genetic and phenotypic correlations between immune
response to Escherichia coli and to Newcastle disease vi

rus vaccines. Poult. Sci., Champaign, 60(1):49-53, 1981.

TAKAHASHI, S.; INOOKA, S.; MIZUMA; Y. Selective breeding
for high and low antibody responses to inactivated New-
castle disease virus in japanese quails. Poult. Sci.,
Champaign, 63(4):595-9, 1984.

TIMMS, L.M. & BRACEWELL, C.D. Cell mediated and humoral




33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

immune response of chickens to live infectious bronchitis
vaccines. Res. Vet. Sci., London, 31(2):182-9, 1981.

TIZARD, I. An introduction to veterinary immunology. 2.
ed. Philadelphia, W.B. Saunders, 1982. 363p.

UHR, J.W. & MOLLER; G. Regulatory effect of antibody on
the immune response. Adv. Immunol., New York, 8:81-127 ,
1968.

WHITE, R.G. & NIELSEN; K.H. Interactions between the im-
munological responses of a thymus-independent antigen

(Salmonella adelaide O antigen) with a thymus -dependent an

tigen (sheep erythrocytes). Immunology, Oxford, 28(5)
959-72, 1975.

WING, T.L. 1Influence of genetics on immunocompetence. In:
NEW HAMPSHIRE POULTRY HEALTH CONFERENCE, Durham, 1984.

Proceedings. Durham, Cooperative Extension Service, Uni-

versity of New Hampshire; 1984, p.30-3,

ZIJPP, A.J. The effect of genetic origin, source of anti-
gen, and dose of antigen on the immune response of co-
ckerels. Poult. Sci., Champaign, 62(2):205-11, 1983a,

Z1JPP, A.J. Breeding for immune responsiveness and disea-
se resistance. World's Poult. Sci. J., Cambridge, 39
(2):118-31, 1983b.

ZIJPP, A.J. Genetic aspects of disease resistance. Poultry,
Doctinchem, 12-5, jan. 1985.

ZIJPP; A.J.; FRANKENA, K.; BONESCHANSCHER, J.; NIEUWLAND,
M.G.B. Genetic analysis of primary and secondary immune
responses 1n the chicken. Poult. Sci. Champaign, 62(4)
565-72, 1983.

ZIJPP, A.J. & LEENSTRA, F.R. G(enetic analysis of the hu-
moral immune response of White Leghorn chicks. Poult.
Sci., Champaign, 59(7):1363-9, 1980.

Z1JPP, A.J.; ROOYAKKERS, J.M.: KOUWENHOVEN, B. The immune




48

response of the chick following viral vaccinations and
immunization with sheep red blood cells. Avian Dis. Col
lege Station, 26(1):97-106, 1982.




