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RESUMO

O principal objetivo da presente pesquisa foi estudar a
influéncia de trés vias de aplicagao e de duas cepas diferentes da vacina
para a Doencga Infecciosa da Bolsa, DIB sobre a soroconversao, ganho de
peso,conversao alimentar e mortalidade de frangos de corte. Foram
analisadas as variagodes de titulos das aves testadas, aos 7, 21 e 42 dias
de idade. Os efeitos resultantes de diversas combinagcbdes de cepas
vacinais e vias de aplicagao foram analisados em 2400 frangos de corte
de ambos os sexos . As vacinas utilizadas foram a "intermediaria” e a*forte”".
Os titulos para a DIB foram mensurados através do teste ELISA e a
conversao alimentar através dos dados de consumo de racao. A via de
aplicacao e a cepa vacinal que apresentaram melhores resultados aos 21
dias de idade foram "oral-intermediaria" e aos 42 dias "nasal-intermediaria®.
As outras combinagcdes também apresentaram resultados que estao acima
dos padrdes minimos de soroconversao necessarios para a protecao contra

DIB.



ABSTRACT

The main objective of the present research was to study the
influence upon serumconversion,weith gain, feed conversion and mortality
of broilers when submited to three applications via two strains of BID
vaccines.The titer variations shown by the broilers have been analyzed by
ELISA test at the 7th, 21st and 42nd days. Effects obtained by diverse
combinations of strains and application vias were tested in 2400 broilers of
both sexes. The vaccine strains presented high and moderate virulence.
BID titers were assayed by ELISA test and feed conversion by amount of
feed consumed data. On the 21st day the best results were those presented
by the broilers innoculated with moderate virulent oral via strain. On the
42nd day the best results were those which presented by nasal via and
moderate virulent stain. The effects shown by other different combinations
were also above the minimum serumconversion level which is desired if
one wants to protection against BID.
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1 - INTRODUCAO

A avicultura € hoje uma 6tima alternativa para a produgao de
proteina de origem animal e sua exploragao tem sido conduzida com
sucesso em varias regides do pafs, contribuindo com significativa parcela
na producao pecuaria.

O Brasil se destaca nessa atividade em ambito internacional,
sendo a avicultura uma boa opgao a mais para o profissional que ingressa
nessa area.

A avicultura brasileira experimentou apreciavel evolugao nos
ultimos anos pois em aproximadamente duas décadas a produgao de carne
de frango aumentou quase dez vezes, enquanto a populagéao brasileira
nao chegou a dobrar, passando de 90 para 150 milhdes de habitantes.

Até 1970, a avicultura brasileira era uma atividade de
subsisténcia e sem qualquer tecnologia. Estima-se que a produgao dessa
época nao ultrapassava 230 mil toneladas/ano. Nessa mesma década
porém o panorama da avicultura brasileira comecou a mudar devido a
exigéncia da inspecao federal e estadual que motivou a modernizagao do
setor.

Em 1973 o Brasil comegou a exportar carne de frango, o que
determinou a sofisticagdo dos parques industriais e dos sistemas de
criacao, chegando-se a uma producao de mais de 500 mil toneladas de
carne de frango. Em 1980 a producgao foi de 1,3 milh6es de toneladas, em

1982 de 2,12 milhdes e alcangcando em 1990 a 3.480.000 toneladas. A
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estimativa para 1995 é de mais de 4.000.000 toneladas .O Brasil € hoje
responsavel por 8% da produgao mundial de aves, sendo o segundo maior

produtor e exportador do mundo.

Paralelamente ao desenvolvimento da avicultura no Brasil, vem
ocorrendo uma incidéncia crescente de enfermidades que acometem as
aves, destacando-se entre elas a doencga infecciosa da bolsa DIB, um
dos mais sérios problemas avicolas em todo o mundo. Pesquisadores
estdo continuamente verificando a incidéncia de muitas doengas, em cuja
origem o virus da DIB esta envolvido. Novas doengas apareceram, engquanto
outras tiveram seu quadro clinico agravado como consequéncia de infecgcao
precoce causada pelo virus da DIB. Dentre elas destacam-se as doencgas
respiratérias, entéricas e dermatolégicas.

O uso intensivo das instalagcdes avicolas, especialmente para
frangos de corte, tem contribuido para agravar o quadro da infecgéao
precoce pelo virus da DIB. O pequeno intervalo de tempo entre lotes de
aves, a auséncia de um isolamento adequado entre galpdes que alojam
aves de diferentes idades e o aumento da densidade de aves por metro
quadrado, sao fatores predisponentes para agravar o quadro de
imunodepressao precoce em frangos de corte.

Conhecendo as caracteristicas de resisténcia do virus da DIB,
torna-se imprescindivel um bom programa de imunizagao para matrizes e
para progénie. Atualmente, existem vacinas denominadas “intermediarias”
que possuem uma viruléncia bastante atenuada e vacinas “fortes” que
possuem viruléncia moderada.

Com o quadro hoje existente, sabendo-se que as amostras de
virus a nivel de campo sao altamente patogénicas, faz-se necessario alterar o
programa de vacinacao do frango de corte e das reprodutoras.

Com base nessas consideragoes, pode-se afirmar que a principal
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duvida quanto ao problema da DIB a nivel mundial é, quando vacinar e qual a
melhor cepa a ser utilizada, para promover a protegao das aves em um menor
espaco de tempo. O programa de vacinacao nao devera causar qualquer prejuizo
de ordem imunolégica e produtiva para o lote vacinado.

O objetivo deste trabalho, foi comparar o desempenho de duas
cepas vacinais. A cepa forte, mais invasiva e virulenta e a cepa intermediaria
de viruléncia moderada. As vacinas foram administradas em frangos de corte
de ambos os sexos, com sete dias de idade. A vacinagao foi realizada atraves
de trés diferentes vias de aplicagao; via oral, nasal e ocular. Com a execugao
deste protocolo, pdde-se avaliar a soroconversao das cepas vacinais utilizadas.

Outra questao estudada, foi a influéncia de diferentes vias de
aplicacao sobre parametros imunolégicos e produtivos, para verificar a
existéncia ou nao da relagéo entre via de aplicagao de vacina e assimilagao
dos nutrientes dentro dos parametros normais de aves criadas com fins

comerciais.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 ADOENCA DE GUMBORO

A Doenca Infecciosa da Bolsa, ou Doengca de Gumboro foi
citada pela primeira vez por COSGROVE (1962) , descrevendo-a como
uma enfermidade que lesava a Bursa de Fabricius, causando sérias lesbes
a nivel renal nas aves infectadas.

O nome "Doenga de Gumboro* deve-se ao fato da enfermidade
ter sido descrita inicialmente no municipio de Gumboro. Estado de
Delaware, Estados Unidos. Os exames bacteriolégicos foram negativos,
levando a presumir-se que a enfermidade fosse causada por um virus.
Esta condicao foi descrita como “nefrose aviaria”.

A incerteza sobre o agente etiolégico dessa nefrose avidria
aumentou quando,( WINTERFIELD & HITCHNER, 1962) isolaram duas
cepas de virus da bronquite infecciosa e as denominaram de Cepa Gray,
por causarem a mesma sindrome da nefrose em aves.

Em testes laboratoriais esses agentes causaram moderada
doenca respiratéria e lesdes a nivel renal que foram associada a essa
sindrome. Conclusdes semelhantes foram descritas por CUMMING (1963)
na Australia.

Como havia coincidéncia de sintomatologia, a entidade foi
designada de DOENCA DE GUMBORO. Posteriormente, foram constatadas

algumas diferengas entre essas duas doencas: a DIB e bronquite infecciosa



18

das aves, a partir de estudos em ovos embrionados feitos por WINTERFIELD

et al ( 1980).

2.2 CLASSIFICACAO DO VIRUS DA DIB.

No inicio das pesquisas em relagcao ao virus da DIB, o mesmo
foi classificado como diplornavirus por HIRAI et al. (1974). Estudos
posteriores vieram a classifica-lo como membro da Familia Birnaviridae,
bem como outros virus encontrados em insetos, moluscos e peixes,

(MULLER & BENCHT, 1982) .

2.3 EPIDEMIOLOGIA DO VIRUS DA DIB.

LANDGRAF et al. (1967) , observaram que apés inoculagdo em
ovos embrionados através da cavidade alantéide, ocorria mortalidade
embrionaria de 100% apoés a primeira passagem, 30% apés a segunda, e
sem ocorréncia de mortalidade de embrides apéds a terceira. A inoculagao
do virus da DIB em ovos embrionados com 10 dias de idade causou
mortalidade a partir do terceiro dia apds a inoculagao, com o apice de
mortalidade ocorrendo no 5 dia. Foram observadas as seguintes lesdes:
congestao e petéquias cutaneas; hemorragias nas juntas dos dedos do
pé e regiao da cabeca; petéquias hepaticas; congestao abdominal,
(HITCHER et al, 1978) .

O virus da DIB ¢ altamente contagioso com grande capacidade
de disseminagao em um plantel. A transmissdo se da por via oral e, com
muito menos intensidade por secrecoes e aerosol, de acordo com BENTON

et al. (1967).
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2.4 CARACTERISTICAS DE RESISTENCIA DO VIRUS DA DIB.

BENTON et al. (1967) , estudaram as propriedades fisico
quimicas do virus da DIB e citaram que o mesmo resistiu a temperatura de

37°2C, durante 5 horas e 562C durante 3 horas.

Solugcdes de 2% de cloramina, halamida, formaldeido ou
glutaraldeido demonstraram ser eficientes contra o virus da DIB,

(MEULEMANS & HALEN, 1984).

O virus foi inibido por formalina, o mesmo nao ocorrendo com
eter, cloroférmio, fenol e thiomerosal. A capacidade de infecgao nao se
alterou ap6s exposicao por 21 dias a 252C e por 90 min, a 602C, manteve-
se inalterado por congelamento -202C por 3 anos,( YOUNG, 1987). Esses
mesmos autores concluiram que somente o iodo a 100% durante 2 minutos

a 23°C apresenta alguns resultados na destruigcao do virus.

2.5 A DIB NO BRASIL

Desde a primeira descrigcao da DIB, nos Estados Unidos, por
COSGROVE (1962) , a doenca de Gumboro tem sido identificada em quase
todas as partes do mundo. No Brasil a DIB foi relatada pela primeira vez

por NAKANO et al. (1972) , e posteriormente por TOMOIA (1979).

2.6 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO VIRUS DA DIB.

O virus da DIB, tem um genoma constituido por dois segmentos
de RNA com peso molecular de 2,5 x 10 e 2,2 X 1d de acordo com STEGER
et al. (1980) . Os capsOmeros sao arranjados em simetria 5:3:2 e nao

possuem envelope segundo HIRAI et al. (1974).
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A maioria das amostras do virus da DIB obtidas de galinha
pertencem ao sorotipo 1, enquanto que as obtidas de perus pertencem ao
sorotipo 2. Os dois sorotipos apresentam reagcao cruzada no teste de
imunofluorescéncia, segundo ROSEMBERG, (1989) . A produgao de vacinas
inativadas ou vivas contém o sorotipo 1, segundo OKOYE, (1984) .

Segundo DOBOS, (1979) VP2 (proteina viral n22), é o
componente viral que aparece com maior abundancia, fazendo parte de
51% do sorotipo 1. VP3 aparece com 40%, VP4 com 3% e VP1 com 3%.

De acordo com KIBENGE et al. ( 1987), entre as diferentes
cepas, a VP2, possui a maior variagcao de tamanho. FAHEY et al. (1985),
demonstraram a existéncia de uma relacao entre o tamanho da VP2 e a
patogenicidade do virus da DIB. AZAD et al. (1987), constataram a
ocorréncia de uma regiao da VP2 que confere maior protecao ao hospedeiro
sendo responsavel pela produgao de anticorpos neutralizantes.

BENCHT et al. (1988), demonstraram que VP3 é o antigeno
responsavel pela especificidade de grupo. E a existéncia de pelo menos
dois epitopos, isto € a porgcao proteica responsavel pela imunogenicidade,
sendo um deles estritamente sorotipo especifico, em VP3.

HUDSON et al. (1988), constataram que VP1 é o menor
componente interno do virus. Anticorpos monoclonais 17/82 e 1/A6
direcionados contra VP2 do virus da DIB, mostraram atividade neutralizante,
o que nao ocorreu com anticorpos monoclonais 27/B1, direcionados contra
VP3, indicando que VP2 é a proteina estrutural mais importante para a
adsorsao viral, (AZAD et al, 1987)

2.7 CULTURA EM CECULAS DE LABORATORIO DO VIRUS DA

DIB.

Em cultura de células adaptadas, o virus da DIB cresce em
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varias linhagens de células de mamiferos como RK-13, VERO, BGM-70 e
células M4- segundo PETEK et al. (1973) .

O periodo latente do virus da DIB, em cultura de rim de embriao
de galinha é de 4 a 6 horas, segundo BENCHT (1980) . A sintese dos
polipeptideos especificos do virus da DIB em células linféides de galinhas
acontece em aproximadamente 90 minutos apés a infecgao in vitro. Os
polipeptideos virais maduros tém sido encontrados em culturas de células

6 horas apo6s a infecgao, segundo MULLER e BENCHT, (1982) .

2.8 PERIODO DE INCUBAGCAO DO VIRUS DA DIB.

Segundo pesquisas realizadas por EDGAR et al. (1979), foram
isoladas amostras contendo virus da DIB em galpdes sem uso por mais de
um ano. HOWIE et al. (1981) , indicaram que insetos podem estar
relacionados com a transmissao e a difusdo do virus da DIB.

VALDEZ et al. (1979), detectaram através de
imunofluorescéncia, o virus da DIB no duodeno e nos rins de gansos
inoculados experimentalmente por via oral, 12 horas apés a inoculacao e
no bacgo e bolsa, 24 horas apés a inoculagao. Encontrou-se também o virus
da DIB em fezes de galinhas inoculadas por via oral, no primeiro dia apés
a inoculacao bem como na bolsa no duodeno e tonsilas fecais dez dias
ap6s a inoculagao. Os autores concluiram que esses sdo os melhores
6érgédos para o diagnoéstico através do método de imunofluorescéncia.

KAUFER e WEIS, (1976) , demonstraram que o periodo de
incubacao da DIB é de 2 a 3 dias. Os mesmos autores concluiram que
apés a inoculacao intra-bursal com o virus da DIB, ocorre intensa
multiplicagcéao viral em linfécitos e macréfagos. MULLER et al.(1979),

estudando as caracteristicas infecciosas do virus da DIB , observaram
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que aves infectadas oralmente, apresentaram concentragao viral nos
macroéfagos e células linféides do ceco. Posteriormente o virus foi detectado
em macréfagos e em células linféides do duodeno e do jejuno. Dez horas
apods a inoculagao foi encontrado também no figado. A partir desse 6rgao,

o virus disseminou-se no organismo através da circulacgao.

2.9 CELULAS ALVO DO VIRUS DA DIB.

MULLER et al. (1979), estudando dois grupos de aves
infectadas experimentalmente pelo virus da DIB, constataram que houve
100% de mortalidade em aves SPF, ( aves sem anticorpos especificos
para a DIB), com quatro semanas de idade. O grupo de aves que foi
"bursectomizado” antes da infecgao, apresentou uma discreta necrose
dos tecidos linféides. Os autores concluiram que um grande numero de
células altamente susceptiveis sao fundamentais para o desenvolvimento
de uma infecgcao aguda.

Outros avangos no conhecimento desse problema foram
conseguidos por CURSIFEN, (1980) , que concluiu que o virus da BIB néo
se multiplica somente no linfécitos T , ou nos linfécitos B periféricos. Otimas
condigoes para a multiplicagao viral sao obtidas pelos linfécitos maduros
da bolsa. Entretanto as diferentes populagcdes de células diferem na
capacidade de produgao de virus infectantes.

BENCTH, (1980) , propd6s que o desenvolvimento dos sinais
clinicos da DIB parecem depender da quantidade de linfécitos B. Entretanto
SCHAT et al. (1981), concluiram que embrides bursectomizados nao foram
capazes de produzir resposta imunoldégica primaria e secundaria, mas a
grande maioria das aves apresentou lesbes hemorragicas nos musculos

do trato intestinal em contraste ao grupo controle que nao apresentou lesées
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nesses O6rgaos.

NAKAI e HIRAI, (1981) , sugeriram que a superficie da IgM e
linfécitos sdo as estruturas alvo para a infecgcao do virus da DIB. GELG et
al. (1979) , citaram que o interferon é produzido em todas as partes do
embridao, iniciando-se 48 a 72 horas depois da infecgao. Titulos maximos
foram encontrados 72 horas pés infeccgcdo no embriao e na membrana

corioalantéide, e 120 horas apés a infeccao no fluido alantoamnidético.

2.10 FORMAS CLINICAS DA DIB.

Segundo GIAMBRONE, (1986), a DIB apresenta-se sob duas
formas: a) a forma clinica, observada em aves susceptiveis, e b) a forma
sub-clinica. Esta ultima ¢ a resposavel pelos danos provocados nos
plantéis avicolas em razdao da queda no seu rendimento e na sua
viabilidadde.

De acordo com COSGROVE, (1962), a DIB provoca o
aparecimento de penas arrepiadas, diarréia aquosa, tremores e prostragao,
em 10 a 20% do lote. As aves submetidas a necrépsia apresentam
desidratacao, hemorragias nos musculos da perna, enfarte hepatico, rins
hipertrofiados com presenga de uratos € aumento do volume da bolsa.

HITCHNER, (1978), relatou que a Bursa de Fabricius aumenta
de volume no terceiro dia apés a inoculagao. Tendo seu tamanho normal
duplicado ap6s o 42 dia. O mesmo autor cita que a bolsa apresenta uma
camada gelatinosa na superficie da mucosa e a alta mortalidade esta
relacionada com o crescimento fisiolégico da mesma. Apds o
desenvolvimento dessas lesdes ocorre degeneracado do tecido linféide da
bolsa e redugao do seu volume, apresentando coloragao acinzentada,

segundo ROSEMBERG, (1989).
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SIVANANDAN et al. (1979) , descreveram lesoes a nivel de bacgo,
timo e glandulas de Harder. As lesdes estavam mais concentradas no
baco, onde constataram explenomegalia e petéquias dispostas em toda a
superficie do orgao.

LEY et al. (1983) , estudando as lesdes histopatoldgicas

provocadas pelo virus da DIB, em aves SPF de cinco semanas de idade,

constataram que:

- aos trés dias apoés a inoculagao, a Bursa de Fabricius
apresentava-se tormada por grande numero de foliculos, linfécitos e

macroéfagos;

- a presenca de heteroéfilos dentro dos foliculos, com
predominancia no interior dos espacos interfoliculares com ocorréncia de
edema;

- pequenas areas de necrose no interior dos foliculos linféides
formando espagos com grande quantidade de material eosinofilico;

- macréfagos e células plasmaticas aos sete dias apo6s a
inoculacao, com grande quantidade de tecido conjuntivo;

- aos dez dias ap6s a inoculagao, o tecido conjuntivo
interfolicular mostrava-se sem grandes alteragcdes, com poucos heterdfilos
e células linféides;

- aos quatorze dias apds a inoculacao, os foliculos estavam
divididos por uma camada de células mononucleares e tecido conjuntivo,
sendo que a maioria dessas células eram fibroblastos e macréfagos.

Segundo GIAMBRONE, (1986) o virus da DIB, provoca
imunodepressao, aumentando a incidéncia de enfermidades como: doenca
de Newcastle, doenga de Marek, bronquite infecciosa, anemia infecciosa,
eimeriose, salmonelose, alterando o epitélio da bolsa, apresentando

hiperplasia de células epiteliais.
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ROSEMBERG et al. (1987) , observaram que aves SPF com
quatro semanas de idade, inoculadas com duas variantes virais pelo virus

da DIB, apresentaram somente atrofia da bolsa, ndo ocorrendo mortalidade.

2.11 DIAGNOSTICO DO VIiRUS DA DIB.

O virus da DIB faz parte de um grupo de antigenos que podem
ser detectados através de precipitagcao em gel de agar, anticorpos
fluorescentes e teste ELISA, segundo ALLAN et al. (1984) .Além do grupo
comum de antigenos, cada virus da DIB contém um antigeno ou antigenos
responsaveis pela especificidade do sorotipo. Os sorotipos sao
identificados pelos testes de neutralizagdo com um antisoro sorotipo
especifico, (McFERRAM et al.1980). A resposta imune tem efeito
imunossupressor contra muitos antigenos, segundo ALLAN et al.(1972) ,

mas induz a produgéao de altos niveis de anticorpos contra o virus da DIB.

2.12 CONTROLE DA DIB.

A melhor forma de controle de DIB é através da imunizagao
das matrizes e dos pintainhos, sendo que a vacinagao de matrizes €& mais
difundida para a protegcao da progénie, (LUCIO et al. 1980) . O mesmo
autor estudou a imunosupressao induzida pelo virus da DIB. Neste
experimento utilizaram-se aves livres de antigenos especificos, SPF,
desafiadas em 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias de idade, com uma amostira de
campo do virus da DIB. (73688) obtida de frangos de corte e uma amostra
vacinal do virus da DIB, bastante invasiva, denominada "forte". Ambas
amostras foram administradas através da via ocular. Os titulos dos

anticorpos contra o virus da DIB, foram mensurados durante os desafios,
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(inoculacgao de antigenos no grupo de aves vacinadas), e quatro semanas
apo6s. Concluiu-se que a amostra "forte" apresentou-se tao patogénica
quanto a amostra de campo (73688) e a resposta imune ativa, frente a
amostras do virus da DIB, foi bastante deprimida. Os autores concluiram
também que nao ocorre resposta imune se o virus da DIB nao se multiplicar
na bolsa ja que niveis de anticorpos necessarios para neutralizar o virus
da DIB, variam com a capacidade de infecgao da amostra.

Contrariando com autores supra-citados, OKOIE E UZOUKWU,
(1990) , demonstraram que a bolsa nao é essencial para o estabelecimento
da DIB, mas € importante para a infecgcao clinica. Apés uma exposigao de
campo ou vacinagao com virus da DIB, obtém-se titulos maiores que 1:1000,
segundo LUKERT e HITCHER, (1984) , entretanto, respostas fracas
detectadas através do teste ELISA e soroneutralizagcao, foram obtidas em
aves adultas imunizadas com vacinas inativadas do virus da DIB. Duas
explicagcboes tém sido apresentadas: a primeira é a pequena massa
antigénica inoculada nas aves; a segunda é devido a diminuigcdo da
imunogenicidade em fungao do processo de purificagao que talvez
provoque destruigao ou alteracao de conformacgéao do epitopo, devido ao
tratamento quimico, FAHEY et al. (1986) .

A partir de 1985 ocorreu rapido desenvolvimento na produgéao
e na utilizagao de vacinas para a prevencao da DIB, GIAMBRONE, (1986).
Segundo o mesmo autor, nos E.U.A faz-se a administragcao de uma vacina
da DIB denominada “suave" , no primeiro dia de idade, e uma vacina
denominada "intermediaria®” aos dez dias de idade.

Na criagdo comercial de frangos de corte, segundo
COSGROVE, (1962) , devido a estabilidade do virus da DIB. no meio
ambiente, o controle através de métodos sanitarios e isolamento de lotes

contaminados nao é pratico.
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O principal método de controle é através da vacinagao. Dos
dois sorotipos do virus da DIB reconhecidos nos Estados Unidos e Europa,
somente o sorotipo 1 e suas variantes tém sido causadoras de doenga. As
vacinas atuais sao produzidas a partir do sorotipo | .

A principal énfase para o controle da DIB é através da
vacinacgcao de matrizes, com objetivo de produzir pintainhos com imunidade
passiva durante a fase de maior susceptibilidade a DIB. Os anticorpos
existentes no saco vitelinico protegem a progénie contra uma infecgao
subclinica precoce. Aves adultas apresentam-se refratarias a infeccao
natural pelo virus da DIB, razao pela qual, produtos de uso parenteral
altamente antigénicos, como vacinas inativadas com adjuvante oleoso,
sao usadas para aumentar a imunidade em matrizes previamente
sensibilizadas pela exposi¢gao natural ao virus vivo.

Segundo WINTERFIELD et al. (1980) o nivel da imunidade
passiva é variavel e imprevisivel; uma pratica comercial bastante utilizada
€ a vacinacao de todos os pintainhos contra o virus da DIB, nas primeiras
trés semanas de idade. As vacinas totalmente atenuadas nao induzem
imunidade em aves, na presencga de anticorpos maternais.

As vacinas inativadas sao ineficientes na indugao da
imunidade ativa em aves com anticorpos maternais, e as vacinas atuais
atenuadas, variam com relagdo a seguranca e eficacia ( THORNTON &
PATTISON, 1975) .

As vacinas acima mencionadas sao classificadas como
“suaves”, quando sao altamente atenuadas e “intermediarias” quando
possuem viruléncia moderada. Nos Estados Unidos as vacinas mais
utilizadas sao as “intermediarias”, segundo GIAMBRONE , (1986) .

Segundo ROSEMBERG & CLAUD. (1987), aves inoculadas com

vacinas produzidas com o sorotipo 1 ndo sao protegidas contra uma
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infeccao causada por viroses variantes do virus da DIB. Estao sendo
desenvolvidas nos Estados Unidos pesquisas para a produgao de vacinas
variantes atenuadas, através da passagem em cultura de células,
(ROSMBERG, 1989) .

Segundo GIAMBRONE, (1986), a administragcao da vacina da
DIB no primeiro dia de idade, em pintainhos com grande quantidade de
anticorpos maternais, causara queda anormal no titulo de anticorpos
maternalmente derivados, fato que podera ser amenizado aplicando-se o
reforco com 10 dias de idade.

MANFREDINI et al. (1989) , estudando a eficiéncia da
vacinacédo para a DIB em aves, de linhagem comercial com 1 dia de idade
e aves SPF, concluiram que 14 dias apds a vacinagao ocorreu a formacao
de anticorpos nas aves SPF. As aves portadoras de anticorpos maternais
nao apresentaram titulo.

SILVA et al. (1989) , estudando a vacina para DIB, constataram
que a cepa forte induziu a elevacao dos titulos de anticorpos em aves
protegidas maternalmente, a partir de 14 dias de idade. Os frangos do lote
vacinado para a DIB, responderam a aplicagao da vacina de Nevycastle.
produzindo titulos mais elevados em relagao aquelas aves que nao

receberam a vacina para a DIB.

2.13 TESTES PARA A DETECCAO DO VIRUS DA DIB.

Atualmente os testes mais utilizados para a deteccao de
anticorpos contra o virus da DIB, sao:

- Precipitagcao em gel de agar, HIRAI e SHIMAKURA, (1972);

- Teste de virusneutralizagcao, NAQI et al.(1980) ;

- Imunofluorescéncia, ALLAN et al. (1984) ;
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- ELISA, SOLANO et al. (1985) ;

Segundo TIZARD. (1985) , as imunoglobulinas diferem em sua
capacidade de reagao nas provas sorolégicas, podendo aparecer em maior
ou menor quantidade, e em periodos diferentes apés a infecgcao. O ELISA
é uma técnica moderna e possui vantagens sobre outros testes, tais como:

- facilidade de capturar o antigeno em lugar dos procedimentos
lentos e dispendiosos de cultivo celular;

- seus resultados podem ser avaliados quantitativamente;

- a técnica pode ser automatizada e os resultados podem ser

processados e interpretados por computador.

2.14 O TESTE ELISA.

A prova de immunoadsorgcéao enzimatica, mais conhecida como
ELISA, derivada de seu nome em inglés ( Enzime-Linked Immunosorbent
Assay), ensaio este capaz de detectar uma grande quantidade de
substancias sendo 25 vezes mais sensivel que o teste de precipitacao em
gel de agar. Estudos demonstraram que o teste de ELISA é mais eficiente
em estagios iniciais da infecgcao, em relagcao ao teste de soroneutralizagao
viral,( MARQUARDT et al. 1980) , bem como uma grande quantidade de
organismos, (LUCIO, 1980) . O teste de ELISA, por sua facilidade e rapidez
de utilizagcdo converteu-se em técnica amplamente utilizada para a
monitoria sorolégica dos plantéis, (GIAMBRONE, 1986). O teste de ELISA
é principalmente utilizado para a detecg¢ao de anticorpos da classe I1gG,
devido a predominancia desses anticorpos no soro durante o curso da
doenca, (NICHOLAS & THORNTON. 1986) .

O teste ELISA utiliza placas de cloreto de polivinila ou

poliestireno, com 96 pocos com fundo plano. A utilizagao de soros de aves
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em diluigbes menores que 1:100, produzem absorbancias inespecificas
muito elevadas, devido a afinidade das imunoglobulinas de aves pelas
microplacas, (ROMERO, 1989) . A enzima utilizada no conjugado com
antisoro varia entre os laboratérios e de um modo geral a peroxidase é
mais sensivel para ensaios colorimétricos, enquanto a B-galactosidase
possui maior sensibilidade em ensaisos fluorimétricos, (ROMERO ,1989) .
Os titulos expressos pelo teste de ELISA, nao correspondem a um titulo de
outro sistema, (ROMERO, 1989) .

Os recentes avancos no conhecimento da estrutura molecular
e da imunologia da DIB, serdao a base para o desenvolvimento de vacinas
atenuadas . As vacinas formadas por particulas virais imunogénicas,
poderao ser preparadas diretamente a partir do virus através de técnicas
de recombinacao do DNA. Isto permitira a produgao em larga escala de
polipeptideos protetores especificos. Peptideos sintéticos que possuem
os determinantes antigénicos protetores para o virus da DIB.

Outros método para a producao de vacinas através de técnicas
de recombinacao do DNA , utilisando a insercao de genes imunégenos do
virus da DIB, em vetores virais vivos, como o virus da variola a'viéria, (
BOYLE & COUPAR. 1986) . Essas vacinas recombinantes poderao ser
econdmicas e eficientes.

Com relagao ao virus da DIB, sera necessario identificar a parte
do virus responsavel pela viruléncia para criar vacinas vivas modificadas

que sejam imunogénicas tanto quanto seguras para sua utilizagao.
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3 - MATERIAL E METODOS

O principal objetivo da presente pesquisa, foi estudar a
influéncia de trés vias de aplicagao e duas cepas diferentes da vacina
para a DIB, sobre a soroconversao, conversao alimentar e mortalidade de
frangos de corte.

O experimento consistiu em vacinar seis grupos de aves, com
dois tipos de vacina, ( cepa forte e intermediaria). A vacinacao foi realizada
através de trés vias de administracao, ( via oral, nasal e ocular), aos 7
dias de idade. Algumas aves de cada grupo foram aleatériamente
escolhidas para a mensuracgao dos anticorpos para DIB. Foram realizadas
colheitas de sangue aos 6, 21 e 42 dias de idade. O sangue foi colhido
através de puncgao cardiaca. Posteriormente o mesmo foi centrifugado e
mantido sob congelamento para posterior titulacdo através do método
ELISA.

O teste ELISA foi executado no Centro de Diagnéstico Marcos
Henrietti. Situado no setor de Ciéncias Agrarias da UFPr, em Curitiba.
Utilizou-se, para a leitura das microplacas o espectofotémetro modelo LT
340 ATC, com filtro se 405-410 nm.

O ensaio foi idealizado para mensurar a quantidade de
anticorpos para a DIB contido em uma amostra de soro. As microplacas
continham antigenos para a DIB. O soro das aves testadas continha

anticorpos especificos anti DIB. Logo apds o soro a ser testado ficar a
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temperatura ambiente para descongelamento, o mesmo foi diluido em
solucao Buffer. Posteriormente o soro das aves do experimento foi colocado
em uma microplaca recoberta por antigenos da DIB. Os anticorpos
especificos do soro, formaram complexos antigeno-anticorpo, com os
antigenos existentes na microplaca. Adicionou-se a microplca uma solugcao
conjugada contendo; peroxidase e imunoglobulina anti soro de galinha,
em cada pog¢o da microplaca. O complexo antigeno-anticorpo que
permaneceu aderido a placa apds a lavagem ligou-se a solugao conjugada.
Apo6s breve periodo de incubagao, a solugao conjugada nao ligada ao
complexo antigeno-anticorpo foi removida através de mais uma lavagem.
Posteriormente a solugéao substrato contendo uma substancia cromogénica,
ABTS ( solucéao substrato de peréxido de hidrogénio), foi adicionado a cada
pogo da microplaca. A substancia cromogénica muda de cor. Passando
do cristalino ao verde azulado, aproximadamente 15 minutos apéds, e é
diretamente proporcional ao nivel de anticorpos da DIB existentes no soro.
Logo em seguida adicionou-se a solugao bloqueadora para finalizar a
reacao. A microplaca esta pronta para ser colocada na leitora de placa

de ELISA.

3.1 O EXPERIMENTO

O experimento foi realizado no Centro de Estacgodes
Experimentais da UFPr localizado no municipio de Pinhais-Ctba, no periodo
de 01 de Outubro a 20 de Dezembro de 1993.

Foram utilizados 2400 pintos de um dia da linhagem Arbor-
Acres, provenientes de matrizes da mesma faixa etaria e igual periodo de
postura, as quais haviam recebido uma dose de vacina oleosa para a

doenca infecciosa da bolsa no inicio do periodo de postura.
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3.2 - INSTALACOES

As aves foram criadas em galpao dividido em 24 boxes
previamente higienizados, bem como os comedouros e bebedouros.
Cada box foi equipado com dois comedouros tubulares, dois

bebedouros pendulares e continha 100 pintinhos.

3.3 - RACAO E CONVERSAO ALIMENTAR

As aves receberam racgéao inicial do primeiro ao vigésimo
primeiro dia de idade e do vigésimo segundo ao quadragésimo segundo
dia de idade receberam racao de crescimento, a vontade. A ragao fornecida
foi anotada em uma ficha para posteriormente ser calculado o consumo e
a conversao alimentar no periodo de troca de ragao e no final do
experimento, quando 50% das aves foram pesadas e assim obtidq O peso
meédio do lote. A conversao alimentar média para os periodos de 1-21 e
21-42 dias foi calculada através da relagdo entre o consumo meédio e o

peso médio de cada tratamento.

3.4 - TRATAMENTOS E VIAS DE APLICAGAO

O experimento constou de trés tratamentos com dois tipos de
cepas (forte e intermediaria) e trés vias de aplicagao (oral, nasal e ocular).
A vacinacgao foi realizada no sétimo dia de vida das aves.

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
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casualizado em esquema fatorial através de dois tipos de cepas e trés
vias de inoculagdo, com quatro repeticdes cada.

Os tratamentos foram:

vacina forte e via de aplicagao oral
- vacina forte e via de aplicagao nasal

vacina forte e via de aplicagcao ocular

vacina intermediaria e via de aplicacgao oral

vacina intermediaria e via de aplicagao nasal

vacina intermediaria e via de aplicagcao ocular

Cada tratamento foi ministrado em 400 aves.

A administragao oral foi feita diluindo o conteudo liofilizado em
20 litros de agua. Neste caso as aves permaneceram sob jejum hidrico
duas horas antes da administracao da vacina.

A administracao da vacina pela via ocular e nasal foi realizada
utilizando a mesma proporgao de doses por numero de aves como na
vacinacao oral. Logo o frasco de vacinas de 1000 doses foi diluido em
29,70 ml, sendo administrados 0,028 ml| para cada ave. Esta diluigao foi

utilizada tanto para a via ocular quanto para a via nasal.

3.5 - COLHEITA DE SANGUE

O experimento teve inicio quando as aves completaram 6 dias
de idade, sendo realizada a primeira colheita de sangue de uma amostra
aleatdria de cinco aves de cada box. A retirada do sangue foi feita com
seringas descartaveis, sendo o mesmo posteriormente estocado em
frascos de vidro previamente identificados para cada box. Apés a colheita
os os frascos foram deixados em temperatura ambiente durante trinta

minutos e em seguida transferidos para o refrigerador.
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O objetivo da realizagao da colheita de sangue no sexto dia de
idade, foi para que se pudesse detectar e quantificar os anticorpos
maternais (imunidade passiva) antes que fosse feita a vacinacgao.

A colheita de sangue foi feita aleatoriamente, através de puncao
cardiaca.

As colheitas seguintes foram realizadas aos vinte e um e
quarenta e dois dias de idade. O procedimento durante as trés coletas de
sangue foi rigorosamente o mesmo.

Encerrada a colheita de sangue, as amostras foram
acondicionadas em caixas de isopor e transportadas para o laboratério

de imunologia, no Centro Politécnico da UFPr, onde foram realizadas as

outras etapas do experimento.

3.6 - PROCESSAMENTO DO SANGUE

Nesta etapa o sangue colhido e centrifugado a 1500 rpm. O
objetivo da centrifugacao foi o de obter um soro mais limpo e puro ja que
em muitas amostras o soro havia se aderido ao coagulo sanguineo,
dificultando assim a retirada do mesmo do recipiente que se encontrava,
para a sua utilizacao.

O soro, foi colocado em frascos plasticos com tampa de pressao
e rosca, apropriados para congelamento e devidamente identificados.

Todas as amostras de soro foram obtidas em duplicatas para

maior seguranga € em seguida congeladas.
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3.7 - TESTE IMUNOENZIMATICO (ELISA)

O teste imunoenzimatico - ELISA foi escolhido para a deteccao
de anticorpos da DIB nas amostras de soro sanguineo. Os valores obtidos
do teste ELISA, representaram uma comparacao dos niveis de anticorpos
de cada amostra de soro de aves do campo testadas com o soro normal e
soro positivo. Um titulo "0" significou que a amostra de soro continha
niveis significantes e detectaveis de anticorpos quando comparadas com
o soro controle positivo e soro controle normal.

3.7.1 - Preparacao da diluicao do soro na placa de diluigao

Primeiramente adicionou-se 300 microlitros de Buffer em cada
um dos 96 pocos da microplaca, utilizando uma micropipeta. Em seguida
adicionou-se 6 microlitros do soro a ser testado, em cada pogo. Esta etapa
teve inicio no pogo A4 e terminou no H9, movendo-se da esquerda para a
direita. Foram adicionados 6 microlitros do soro controle normal,
produzindo uma diluicdo de 1:50, nos pogos A2, H10 e H12. Os soros
permaneceram na placa de diluicdo durante 5 minutos antes de:serem
transferidos para a placa de ELISA.

3.7.2 - Preparacao do soro controle positivo

Diluiu-se o soro controle positivo na solugcao de Buffer na
proporcao 1:50, misturando-se 6 microlitros do soro controle positivo em
300 microlitros da solugcao Buffer. Foram necessarios 150 microlitros de
soro controle diluido para cada placa de ELISA.

3.7.3 - Preparacgao da solugao conjugada.

Diluiu-se 100 microlitros da solugdo conjugada, em 10 ml de
solugcao Buffer. Cada microplaca necessitou de 10ml desta solugéo.

3.7.4 - Preparacgao da solugao de lavagem
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Diluiu-se 20 ml da solucao de lavagem em 380 ml de agua
destilada. Foram necessarios 400 ml desta solugcao para cada microplaca.

3.7.5 - Preparacao da solugao substrato

A solugcao substrato nao necessitou de diluigcdao. Cada
microplaca demandou de 10 ml desta solugao, que para melhor resultado
necessitou estar equilibrada com a temperatura ambiente antes do uso.

3.7.6 - Preparagao da solugao bloqueadora

Diluiu-se 2.5 ml da solugao bloqueadora concentrada em 10
ml de dgua destilada , cada microplaca requereu aproximadamente 12,5
ml de solucao bloqueadora.

3.7.7 - Procedimentos para a execucéao do teste ELISA

Assim que os reagentes e a diluigao do soro ficaram prontos,
foi iniciado entao o preparo da placa de ELISA.

Adicionou-se 50 microlitros da solugao Buffer em cada um dos
96 pocos da placa, em seguida adicionou-se 50 microlitros do soro controle
positivo nos pogos A1, A3 e H11, sempre descartando a ponteira da pipeta.
Utilizando uma pipeta multicanal transferiu-se 50 microlitros das amostras
de soro diluido e soro controle normal da placa de diluigao de soro para os
pogos correspondentes da placa de ELISA. Durante 15 minutos, a placa
de ELISA ficou encubando para que as reagdes sé processassem a
temperatura ambiente.

3.7.8 - Procedimentos de lavagem da microplaca.

Utilizando uma pipeta multicanal, foram descartados 300
microlitros da solugao de lavagem em cada um dos 96 pocgos. A solugéao
de lavagem ficou nos pogos durante 3 minutos. O processo de lavagem
foi uma etapa critica no procedimento do teste ELISA. O processo foi
repetido duas vezes mais.

3.7.9 - Adigcao do conjugado, substrato e solugao bloqueadora.
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Usando uma pipeta multicanal, colocou-se 100 microlitros da
solugcao do conjugado em cada um dos 96 pogos da microplaca
descartando as ponteiras, apé¢s 15 minutos lavou-se novamente a
microplaca conforme descrito anteriormente. Utilizando uma pipeta
multicanal colocou-se 100 microlitros da solugao bloqueadora em cada
um dos 96 pogos da microplaca, apds as bolhas de ar se dissiparem a
microplaca ficou pronta para ser interpretada.

3.7.10 - Procedimentos para a leitura da microplaca

O filtro para a leitura era de 405-410 nm. A média da
absorbancia do soro controle positivo foi calculada utilizando-se os valores
do soro controle normal obtidos através da leitura dos pocgos; A2, H10 e
H12, posteriormente subtraiu-se os valores da média do soro controle
normal dos valores da média do soro controle positivo. Esta diferenca foi
o valor do soro controle positivo. O valor da amostra do soro foi calculada
subtraindo-se o valor da amostra da média dos valores do soro controle
positivo, o valor resultante foi dividido pelo valor do soro controle positivo.
O titulo da amostra foi calculado da seguinte maneira: log10 do titulo =

(1.172 x log10 da amostra + 3.614).

3.8 - MORTALIDADE

Apo6s a ultima colheita de sangue foi realizada a somatéria do
numero de aves mortas, de causas nao identificadas dos diferentes
tratamentos. As aves que morreram devido a procedimentos relacionados

com a colheita de sangue e pesagens realizadas durante o experimento,

nao foram somadas.

3.9 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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Para este experimento o uso de um estudo inferencial foi
preterido em relagao ao descritivo, visto que o planejamento deste e os
resultados obtidos nao foram favoraveis a aplicagdes de técnicas
estatisticas, tais como analise de varidncia e analise de regressao. Porém
vale ressaltar a importancia da estatistica descritiva para relatar os

principais resultados obtidos no experimento , através de graficos e tabelas.



40

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - EFEITO DA VACINACAO DAS MATRIZES SOBRE O TITULO

DOS PINTAINHOS TESTADOS COM SEIS DIAS DE IDADE.

A figura 1. ilustra os titulos obtidos das aves submetidas ao
teste, com seis dias de idade. As aves nesta fase do experimento ainda
nao haviam recebido vacinas.

Os titulos obtidos das aves na primeira semana de idade,
indicaram que os pintainhos receberam uma quantidade de anticorpos
maternalmente derivados bastante baixa e desuniforme. Esta irregularidade
é percebida quando se observa os valores da média, titulo maximo e desvio
padrao. Em decorréncia deste fato, observou-se que das 110 aves
testadas; 45 aves, ou 40,9% apresentaram titulos abaixo do limite minimo
de protecao para esta faixa etaria que corresponderia a um titulo igual ou
superior a 500, de acordo com SNYDER et al.(1984), sessenta e cinco
aves ou 59,1% apresentaram titulos superiores a 500.

O fato da média ficar acima de 500, ocorreu devido a
irregularidade dos titulos obtidos, que variaram de zero até 2335 elevando
o desvio padrao e a média .

SNYDER et al.(1984) , estudando métodos para a detecgcao de

viroses através de ensaios de laboratério constatou que aves que
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apresentavam titulos variando de 500-1000 mostravam-se protegidas de
um desafio pelo virus da DIB. Enquanto que as aves que apresentaram

titulos abaixo de 500 mostravam-se susceptiveis a um desafio pelo virus

da DIB.
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Fig. 1. Titulo de anticorpos da DIB em aves testadas com seis dias de idade.
Numero de aves,110. Média dos titulos 619, maior titulo 2335 e desvio padrao

488.

4.2 - EFEITO DOS DIFERENTES TRATAMENTOS SOBRE O

TITULO DAS AVES TESTADAS COM 21 DIAS DE IDADE.

Os titulos obtidos de aves com 21 dias de idade de acordo

com os diferentes tratamentos, encontram-se nas tabelas 1 e figura 2.

A Tabela 1 ilustra os resultados obtidos de aves com 21 dias
de idade, as aves receberam vacinas aos sete dias de idade.

Os titulos, que na primeira semana ja nao eram altos suficientes
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para a protecao de 40,9% das aves de uma infecgao subclinica precoce,
apresentaram queda substancial, deixando as aves submetidas ao teste
em um nivel subprotetor, portanto susceptiveis a infecgao precoce pelo
virus da DIB. Em relacao as diferentes vias de aplicagao de vacina, nao foi
encontrada muita diferenga entre as aves submetidas aos diferentes
tratamentos até esta idade. O maior titulo de anticorpos foi obtido com a
vacinagao feita por via oral, utilizando cepa intermediaria, seguido pela
via ocular utilizando a a mesma cepa. A via de aplicagao nasal, mostrou-
se pouco recomendada pois o nivel de protegcao que ela proporcionou foi
muito baixo.

Pode-se observar ainda que a cepa forte, administrada por via
ocular e oral nao induziu a formagao de anticorpos contra o virus da DIB
pois os mesmos apresentaran-se abaixo do limite minimo de protegao para
esta faixa etaria, que € de aproximadamente 500 de acordo com SNYDER
et al.(1984). Através destes resultados, pode-se observar também que em
presenca de niveis desuniformes de anticorpos maternais contra a DIB, a
cepa intermediaria foi capaz de produzir uma soroconversao melhor, mesmo
quando utilizada por diferentes vias de aplicagao, em frangos de corte
com 21 dias de idade. Os resultados superiores apresentados pela via
oral e cepa intermedidria podem ser explicados pela menor viruléncia da
vacina com a cepa intermedidaria e pela ingestao de um numero diferenciado
de particulas vacinais. A quantidade variavel de antigenos vacinais,
ingeridos através da vacinacao feita pela via oral, pode ser responsavel
pela producao antecipada de anticorpos contra o virus da DIB apresentada
por esta via aos 21 dias de idade em relagcao aos demais tratamentos.

Para frangos de corte com 21 dias de idade, a quantidade de
anticorpos apresentada pelas aves submetidas ao teste, mostra-se
insuficiente para a protegao das mesmas contra uma infecgao provocada

pelo virus da DIB, de acordo com SNYDER et al. (1984).
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MANFREDINI et al. (1990) , estudando a vacinagao contra a
DIB no primeiro dia de vida em aves SPF e comerciais, constatou que as
aves comerciais que apresentaram titulo médio no primeiro dia de
aproximadamente 600, nao responderam sob o ponto de vista sorolégico
a qualquer vacinagao no primeiro dia de idade. Os mesmos autores também
constataram que a queda no nivel dos anticorpos maternais aconteceu
na mesma velocidade que ocorreu com as aves expostas ao virus vacinal.

As mesmas observacgoes foram encontradas por NAQI et al.
(1982) , quando estudou os efeitos dos anticorpos maternais sobre a
imunizagcdao. Neste experimento estes autores constataram que aves
portadoras de altos titulos para a DIB nao demonstraram resposta as
vacinagbes comerciais e apresentaram-se refratarias as cepas patogénicas
de campo. Entretanto aves com baixos niveis de anticorpos maternais

responderam fraca e lentamente a vacinagao.

TABELA 1. Titulos médios obtidos aos 21 dias de idade das aves
vacinadas aos 7 dias de idade, de acordo com os diferentes tratamentos.

Cepa Vacinal Via de Inoculacao

Nasal Ocular Oral Média
Cepa Forte 24,5 156,75 20.3 20,20
Cepa Intermediaria 10,91 56,4 170,4 79,4

A figura 2 ilustra os titulos obtidos de aves com 21 dias de idade
vacinadas por diferentes vias e cepas. Esta figura apresenta uma visao
global dos diferentes titulos das aves submetidas a diferentes tratamentos.
Os melhores resultados foram obtidos pela cepa intermediaria e via oral.

Foram testadas 72 aves, deste total 60,9 aves ou 84,7%
apresentaram titulo abaixo de 100.

Em todos os tratamentos ocorreu uma diminuigcdo do nivel de
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anticorpos em relacao a primeira mensuracao realizada quatorze dias antes.
Esta diminuigcao pode ser atribuida a viruléncia das vacinas utilizadas no
teste, que podem ter antecipado o declineo dos niveis dos anticorpos
maternais, principalmente quando a via de administragcao de vacina
utilizada minimiza as variagdoes em relagao a quantidade aplicada, como
por exemplo a via ocular e nasal, pois nestes casos a quantidade de vacina
aplicada sempre foi a mesma. O que nao ocorreu com a via oral, em que
existiu uma variagao na quantidade de vacina ingerida pelas aves. Esta
variagao, aliada a cepa vacinal mais adequada para realizar a
soroconversao em presenca de anticorpos maternais pode ser a razao
para os melhores resultados da via oral e cepa intermediaria nesta faixa
etaria.

Entretanto todos os tratamentos apresentaram titulos abaixo
valor minimo, que é de 500, para garantir uma protecao frente a uma

infecgao pela virus da DIB. De acordo com SILVA (1989) .

10

CEPA
FORTE

H} -
g___.._w.._.uj

e
&

aves 10
testadas | —

|
|

b L ko 1

0 b
<D 75 175 275 375 475 <=0 75 175 275 375 475 <=0 75 175 275 375 475
25 125 225 325 425 >500 25 125 225 325 425 >500 25 125 225 325 425 >500

CEPA
INTERMEDIARIA

VIA: VIA: VIA:
NASAL OCULAR ORAL
TITULO

Fig 2. Titulos dos anticorpos obtidos de 72 aves com 21 dias . As aves
foram vacinadas aos 7 dias de idade por diferentes cepas e vias de
aplicacgao.
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4.3 - CONVERSAO ALIMENTAR OBTIDA DE AVES COM 21 DIAS

SUBMETIDAS AOS DIFERENTES TRATAMENTOS.

A conversao alimentar média, de acordo com os tratamentos

e cepas vacinais utilizadas, encontram-se na tabela 2 e figuras 3 .

A Tabela 2 ilustra os resultados da conversao alimentar obtidos
de aves com 21 dias de idade. As aves foram vacinadas aos 7 dias de
idade com diferentes vias e cepas.

Nao houve muita diferenca entre as aves submetidas aos
diferentes tratamentos aos 21 dias de idade. Entretanto, a via oral
proporcionou a melhor conversao alimentar, principalmente quando
utilizou-se cepa forte, seguido pela via nasal utilizando-se a cepa
intermediaria. A via de administracao ocular apresentou resultados
inferiores as demais vias, com ambas cepas vacinais .

Em relagcao as cepas, a forte apresentou resultados ligeiramante
superiores em quase todas as vias de aplicagao, somente quando

combinada com a via nasal ela apresentou resultados inferiores a cepa

intermediaria.

TABELA 2. Conversio alimentar média obtida de 1200 aves aos 21 dias
de idade, de acordo com os diferentes tratamentos e cepas.

Cepa Vacinal Via de Inoculacao

Nasal Ocular Oral Média
Cepa Forte 1,729 j [ 1,623 1,709
Cepa Intermediaria 1,641 1,80 1,695 1,712
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A figura 3 ilustra os resultados de conversao alimentar das aves

vacinadas aos 7 dias de idade por diferentes vias e cepas.

As aves vacinadas com a cepa forte e via oral, apresentaram
os melhores resultados em termos de conversao alimentar, os quais sao
superiores aos demais tratamentos devido a menor conversao e menor
dispersao apresentadas em relagao a media. A combinagao, cepa
intermediaria, via oral apresentou resultados dispostos em uma curva
normal. Entretanto devido a grande dispersao dos valores este tratamento

nao apresentou a melhor conversao alimentar.
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Fig. 3. Resultados de conversao alimentar obtidos de 1200
aves com 21 dias de idade que foram vacinadas aos 7 dias por diferentes

vias e cepas.

A tabela 3 ilustra os resultados de peso médio de aves

vacinadas aos 7 dias de idade por diferentes vias e cepas.



47

As aves vacinadas por via oral e cepa intermediaria
apresentaram os pesos médios mais elevados, seguidos pela cepa forte
com a mesma via. As aves vacinadas por via nasal e cepa forte
apresentaram a terceira melhor média de pesos aos 21 dias e por ultimo
encontram-se as aves vacinadas por via ocular e cepa intermediaria que
apresentaram os pesos meédios mais baixos.

Os resultados de pesos meédios aos 21 dias demonstraram
que as aves que receberam vacina por via oral com ambas as cepas,
apresentaram-se mais pesadas e utilizaram menos ragao para alcancgar
este peso. Ou seja, foram mais eficiéntes na conversao de alimentos em
peso. O mesmo aconteceu com a soroconversao, pois a cepa intermediaria
e via de aplicacao oral apresentaram os titulos de anticorpos mais elevados
aos 21 dias de idade.

Comparando-se os trés parametros, titulos de anticorpos,
conversao alimentar e peso médio, observou-se que a via oral e cepa
intermediaria apresentaram os titulos de anticorpos e pesos médios mais
elevados do que aqueles apresentados pela cepa forte e via oral, entretanto,
os resultados de conversao alimentar obtidos pela via oral intermediaria
foram inferiores aqueles apresentados pela cepa forte e via oral, que

somente neste item apresentaram resultados superiores .

Os resultados apresentados aos 21 dias de idade, provavelmente
estao relacionados com a via de aplicagao de vacinas, que favoreceu a
multiplicacao viral, seja pelo numero de células alvo ao longo do tubo
intestinal, ou pelo maior numero de anticorpos presentes ao longo do trato
intestinal induzindo a replicagcao viral dentro de parametros que nao
ocasionem qualquer dano ao sistema imune das aves.

Em relagcao as cepas, a intermediaria promoveu soroconversao

de anticorpos precocemente em relagao a cepa forte, quando utilizou-se a
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via oral, provavelmente esta cepa quando associada a via oral, apresentou-
se mais adaptada as condi¢cdes do experimento, pois mesmo em presenga
de anticorpos maternais houve formacao de anticorpos.

A via ocular apresentou resultados inferiores de conversao
alimentar e peso médio aos 21 dias de idade, em relacao as demais vias.
Provavelmente devido ao grande numero de células alvo que a conjuntiva
ocular possui, propiciando maior replicagcao viral. Esta replicagao em
grande numero pode ter lesado outros sistemas organicos das aves,
diminuindo a eficiencia na transformacao de alimentos em peso corporal.

Os indices sorolégicos encontrados neste experimento podem
ter relacdao com a conversao alimentar e peso médio aos 21 dias de idade.

A via de aplicacao oral induziu a formagao niveis de anticorpos,
superiores ao limite minimo de protecao para aves com esta faixa etaria.
Paralelamente os indices de conversao alimentar e peso médio foram
superiores aos demais tratamentos. A via ocular induziu a formacao dos
titulos de anticorpos mais elevados, aos 42 dias, que podem ser também
interpretados como sendo parametros de replicagao viral. Sugerindo que
esta via propiciou lesdes a Bursa de Fabricius, deixando as aves
imunodeprimidas e favorecendo a proliferagdo de microorganismos
patogénicos, que de alguma forma prejudicaram este grupo de aves na

conversao alimentar e ganho de peso.

TABELA 3. Pesos médios em quilos obtidos 1200 aves aos 21 dias de
idade, de acordo com os diferentres tratamentos.

Cepa Vacinal Via de Inoculacao

Nasal Ocular Oral Média
Cepa Forte 0,721 0,720 0,722 0,718
Cepa Intermediaria O, 717 0. 711 0,734 0,723
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4.4 - EFEITO DOS DIFERENTES TRATAMENTOS SOBRE O

TIiTULO DAS AVES COM 42 DIAS DE IDADE.

Os titulos médios encontram-se na tabela 4 e figuras 4 e 5.

A Tabela 4 demonstra os titulos médios obtidos de aves aos 42
dias de idade, vacinadas por diferentes vias e cepas.

O melhor resultado foi obtido quando se combinou a cepa
intermediaria com a administragao ocular, enquanto que para esta mesma
cepa as vias nasal e oral apresentaram resultados quase semelhantes,
com uma ligeira vantagem para a via nasal

Quando foi utilizada a cepa forte a melhor titulagcao foi obtida
pela via ocular enquanto que a via oral foi a menos eficiénte, provavelmente
devido a maior diluicdo da vacina e a ingestao desuniforme da solucao;
agua + vacina pelas aves.

A via oral apresentou resultados inferiores as demais vias de
aplicagcao, com ambas cepas vacinais. Em contraste com a via oral, esta a
via ocular que apresentou resultados superiores as demais vias, com ambas
cepas. ( intermediaria e forte). Provavelmente a via ocular possui estruturas
mais adaptadas a replicagao viral do que aquelas existentes a nivel

intestinal e trato aéreo superior, possibilitando a soroconversao mais

eficiente.

TABELA 4. Titulos médios de anticorpos obtidos aos 42 dias de acordo
com os diferentes tratamentos e cepas.

Cepa Vacinal Via de Inoculacgao

Nasal Ocular Oral Média
Cepa Forte 2614 3183,33 2033,08 2610,13
Cepa Intermediaria 2319,25 3292,22 21B7.3 2599,7
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A figura 4 ilustra os titulos obtidos de aves aos 42 dias de
idade vacinados aos 7 dias por diferentes vias e cepas. Nesta figura foram
associadas 5 variaveis, desenvolvidas a partir dos dados anteriores,
possibilitando comparar informagcdes em conjunto.

Foram analisadas 72 aves, deste total; 66,6% ou 47,9 aves
apresentaram titulos superiores a 1000, indicando a eficiéncia das cepas
e vias de aplicagao de vacinas utilizadas neste trabalho.

A via de aplicagdao que apresentou os melhores resultados foi
a via ocular, seguido pela via nasal, com ambas as cepas, intermediaria
e forte.

A via oral apresentou resultados inferiores as outras vias, foram
testadas 24 aves, deste total 50% das aves ou seja 12 aves apresentaram
titulos inferiores a 1000, indicando que esta via nao apresentou uma
soroconversao tao eficiénte quanto as outras utilizadas neste experimento,
nasal e ocular.

Os resultados da via oral, sdao muito parecidos em ambas as
cepas. Provavelmente os resultados obtidos pela via oral refletem o
processo de vacinagao, na qual as aves ingerem a vontade a quaptidade
de agua contendo particulas vacinais. Sugerindo que algumas aves
ingeriram mais particulas vacinais do que outras gerando uma
irregularidade de titulos.

NAQI et al. (1982), estudando os efeitos dos anticorpos
maternais na imunizagao da progénie, concluiu que aves oriundas de
matrizes vacinadas, mas que apresentaram niveis baixos de anticorpos
maternais, quando submetidas a vacinacao produziram respostas baixas
e demoradas, concordando com os resultados encontrados neste trabalho.
Resultados semelhantes foram apresentados por MANFREDINI et al.

(1989), que estudando duas cepas vacinais empregadas no controle da
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DIB, constatando que as aves comerciais vacinadas no primeiro dia de
idade, apresentaram cinco semanas mais tarde um titulo para a DIB de
35, nivel este insuficiente para a protegao das aves de uma infecgao

precoce causada pelo virus da DIB.
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Fig. 4. Titulos obtidos de 72 aves aos 42 dias de idade vacinadas por diferentes
vias e cepas. Pode-se observar aumento dos titulos em relagio 2 mensuracio
anterior, realizada com 21 dias de idade.

A figura. 5 ilustra uma comparacao dos titulos obtidos nas

diversas datas de colheita de sangue.

Histograma demonstrativo dos valores dos titulos obtidos de
aves com 6, 21 e 42 dias de idade, vacinadas por diferentes cepas e vias.

Observou-se que aos 6 dias de idade os titulos estavam ao
redor de 500, aos 21 dias todos os titulos apresentaram valores abaixo
de 500, muito préoximos a zero. Aos 42 dias ocorreu a formacao de
anticorpos em grande quantidade em todos os tratamentos.

Manfredini et al.(1989), estudando a eficiencia da vacinacgao

para a DIB em aves SPF, concluiram que 14 dias apds a vacinagao ocorreu
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a formacgcao de anticorpos nas aves SPF, mas as aves portadoras de
anticorpos maternais nao apresentaram titulo.

A via de administracao de vacina que apresentou os melhores
resultados foi a via ocular, seguido pelas vias nasal e oral. A cepa forte
apresentou os melhores resultados, pois somando os resultados das trés
vias de aplicacgcao, (ocular, nasal e oral) obteve-se a maior média. A variagao
entre o menor e o maior titulo foi superior a cepa intermediaria.

Os valores encontrados em todos os tratamentos , demonstram
a eficiéncia das cepas vacinais utilizadas no experimento, bem como a
aplicabilidade de vias ndao convencionais para a vacinacao de aves
comerciais, para a DIB. Os titulos encontrados encontram-se acima do
limite minimo para protegao de aves contra a DIB nesta faixa etaria, que &

de 2000, de acordo com SNYDER et al. (1984).
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Fig. 5. Decréscimo dos niveis de anticorpos das aves testadas na terceira
semana de idade e 0o aumento dos titulos obtidos de aves na sexta semana.
Todas as aves receberam vacina aos 7 dias de idade por diferentes vias e

cepas.
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4.5 - CONVERSAO ALIMENTAR MEDIA DE AVES COM 42 DIAS
DE IDADE SUBMETIDAS AOS DIFERENTES TRATAMENTOS.

A conversao alimentar média de acordo com os diferentes
tratamentos e cepas encontram-se na tabela 5 e figura 6.

A tabela 5 demonstra os resultados de conversao alimentar
obtidos de aves aos 42 dias de idade, vacinadas aos 7 dias por diferentes
vias e cepas.

Os melhores resultados foram obtidos com a vacinacao através
da via nasal, utilizando a cepa intermediaria, seguido pelas vias, oral e
ocular . Em relacao as cepas, os melhores resultados foram obtidos com a
cepa intermediaria. Embora a média da cepa forte foi melhodo que a
intermediaria, quando combinamos os tratamentos forte ocular e forte oral,
Oos mesmos apresentaram conversao alimentar mais eficiénte do que a
cepa intermediaria. A via ocular apresentou os piores resultados em relacao
aos demais tratamentos. Resultados que se repetiram aos 21 dias de idade,
com ambas as cepas vacinais.

Aos 42 dias de idade aconteceram alteragOes nas posigdes
em relacao aos resultados de conversao alimentar. A via oral que aos 21
dias de idade apresentou os melhores resultados, apresentou resultados
ligeiramente inferiores a via nasal, aos 42 dias de idade. Mas tanto aos 21,
quanto aos 42 dias de idade os valores de conversao alimentar
apresentados pela via oral estao dispostos normalmente, o que nao ocorreu

com as vias ocular e nasal.
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TABELA 5. Conversao alimentar obtida de 1200 aves aos 42 dias de
idade de acordo com os diferentes tratamentos e cepas.

Cepa Vacinal Via de Inoculacgao

Nasal Ocular Oral Média
Cepa Forte 2,038 2.057 1,997 2,030
Cepa Intermediaria 1,87 2071 2,033 1,991

A figura. 6 ilustra os valores de conversao alimentar aos 21 e
42 dias de idade, de aves que receberam vacinas por diferentes vias e
cepas aos 7 dias de idade.

Observou-se que os valores de conversao alimentar obtidos
da cepa forte aos 21 dias de idade apresentaram-se variando entre 1.6 a
1.85. Os valores estao muito parecidos aqueles encontrados em outras
vias de aplicagao de vacina. Entretanto quando comparamos com Os
resultados obtidos pela cepa intermediaria também aos 21 dias de idade,
observa-se que os valores obtidos pela via oral encontram-se distribuidos
normalmente mas com maior dispersao em relagcao aos outros trata";nentos.
O mesmo nao aconteceu aos 42 dias de idade, quando todos os tratamentos
e cepas apresentaram resultados muito préximos. Nao podendo-se atribuir
prejuizo ou vantagem metabdlica para determinada cepa ou via de
aplicacao de vacina. Com execcao feita para a via ocular, que com ambas
as cepas, ( forte e intermediaria) apresentou resultados que demonstraram
estar relacionados. Tanto aos 21 dias de idade, quanto aos 42 os valores
de conversao alimentar, e os titulos de anticorpos encontraram-se elevados
em diferentes graus das demais vias de aplicagao de vacinas.

Pode-se observar também que os valores de conversao

alimentar obtidos aos 42 dias de idade apresentaram-se em um patamar
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mais elevado do que os mesmos obtidos aos 21 dias . Demonstrando que
todas as aves envolvidas na pesquisa apresentaram menor eficiéncia na
conversao de alimentos em peso corporal a partir de 21 dias de idade.

CONVERSAO ALIMENTAR OBTIDA DE AVES VACINADAS,
POR DIFERENTES VIAS E CEPAS
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Fig. 6. Resultados de conversao alimentar de 1200 aves testadas aos 21 e 42
dias de idade. As aves receberam vacinas por diferentes vias e cepas.

A tabela 6 ilustra os resultados de peso médio obtidos de aves
vacinadas aos 7 dias de idade por diferentes vias e cepas.

Os melhores resultados foram obtidos através da vacinagao
por via oral com ambas as cepas. A via oral também apresentou os melhores
resultados aos 21 dias. Resultados inferiores foram apresentados pela via
nasal com ambas as cepas, repetindo os resultados observados aos 21
dias de idade. A via de administragcao ocular apresentou os piores

resultados quando utilizou-se a cepa intermediaria. Resultados semelhantes
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aconteceram oas 21 dias tanto para a conversao alimentar quanto para o
peso médio.

Os resultados obtidos através da vacinacao realizada por via
ocular apresentaram-se paradoxais. Esta via apresentou os melhores
indices sorolégicos, com a formagao de grandes quantidades de anticorpos
e simultaneamente a pior eficiéncia na conversao de alimentos aliado aos
pesos médios mais baixos em relagao aos outros tratamentos.

Lucio et al. (1980) estudando a imunossupressao causada pelo
virus da DIB , constatou que gquando aves receberam vacinas mais
virulentas, estas mostraram-se tao patogénicas quanto amostras do virus
da DIB encontradas em campo.

Os resultados obtidos pelas aves que receberam vacinas por
via ocular com cepa forte, neste experimento sao atribuidos a menor
eficiéncia produtiva que estas aves apresentaram. Estes resultados podem
ser explicados pela maior viruléncia do virus vacinal e por fatores

relacionados com a via de aplicagcao mencionados anteriormente.

TABELA 6. Pesos médios em quilos, obtidos de 1200 aves aos 42 dias de
idade de acordo com os diferentes tratamentos e cepas.

Cepa Vacinal Via de Inoculagao

Nasal Ocular Oral Média
Cepa Forte 1,682 1,632 1,70 1:6871
Cepa Intermediaria 1,675 1,679 1,70 1,684

A figura 5 ilustra as taxas de mortalidade das aves que tomaram
parte no experimento. O lote apresentou 5% de mortalidade, um pouco
acima dos padrboes normais de mortalidade, que encontram-se na faixa de
4%, de acordo com os resultados obtidos nas integragdes avicolas.

Provavelmente, essa elevada taxa de mortalidade possa ser atribuida ao
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manejo executado nesta pesquisa.

Desde o sexto dia de idade as aves receberam inumeros
estimulos externos que podem ter contribuido para a elevagao da taxa de
mortalidade. As colheitas de sangue, a vacinagao e as pesagens de 50%
do lote aos 21 e 42 dias de idade foram atividades de longa duracéao e
que causaram stress nas aves.

Provavelmente a menor taxa de mortalidade apresentada pela
via ocular, possa ser atribuida aos altos titulos de anticorpos encontrados
nas aves submetidas a este tratamento. O inverso aconteceu com as aves
submetidas ao tratamento oral. Que apresentaram titulos de anticorpos
inferiores. Neste tratamento houveram os maiores indices de mortalidade.

A via nasal em combinagao com a cepa forte apresentou o
pior resultado em termos de mortalidade, mas a mesma via quando
combinada com a cepa intermediaria, apresentou o segundo melhor
resultado. Analisando as trés vias de aplicagao de vacina , pode-se coloca-
las em ordem crescente em termos de mortalidade, na seguinte

classificacao; via ocular, via nasal e via oral.

TABELA 7. Mortalidade apresentada por 2400 aves aos 42 dias de idade
vacinadas por diferentes vias e cepas.

Cepa Vacinal Via de Inoculacgao

Nasal Ocular Oral Média
Cepa forte 25 13 23 20,33
Cepa intermediaria 16 19 24 19.66
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5 - CONCLUSOES

Dentro das condi¢cdes de realizagao do presente trabalho, os
resultados permitem as seguintes conclusoes:

A - Aos vinte e um dias de idade, a cepa vacinal que apresentou
melhores resultados produtivos e imunolégicos foi a cepa "intermediaria”.

B - Aos vinte e um dias de idade a via de aplicagcado que
apresentou os melhores resultados produtivos e imunolégicos foi a via oral.

C - A combinacao cepa vacinal e via de aplicagcao que
apresentaram os melhores resultados produtivos e imunoldégicos, aos vinte
e um dias de idade foram a "intermediaria-oral".

D - Aos quarenta e dois dias de idade a cepa vacinal que
apresentou os melhores resultados imunoldgicos foi a cepa "forte”.

E - Aos quarenta e dois dias de idade a cepa vacinal que
apresentou os melhores resultados produtivos foi a "intermediaria” .

F - Aos quarenta e dois dias de idade a via de aplicagao que
apresentou os melhores resultados imunologicos foi a ocular.

G - Aos quarenta e dois dias de idade a via de aplicagcao vacinal
que apresentou os melhores resultados produtivos foi a nasal.

G - Os parametros produtivos apresentados pelas aves sugerem
estar relacionados com a cepa e via de aplicacao de vacina utilizadas
neste trabalho.

H - Aos quarenta e dois dias de idade a cepa vacinal e via de

aplicagao que apresentaram a menor mortalidade foi a "forte ocular®”.
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