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RESUMO

O virus da anemia infecciosa das galinhas (CAV, de “chicken anemia virus”),
causa doenga em aves jovens, caracterizada por anemia aplastica, atrofia linfoide
generalizada e conseqliente imunodepressdao. A doenca clinica ocorre quando os
pintos sdo infectados durante as duas primeiras semanas de vida e pode ser evitada se
as reprodutoras passarem anticorpos em quantidade suficiente para sua progénie.
Ap6s as duas semanas de idade, as aves podem se infectar com o virus, porém nao
desenvolverao a doenca clinica. As matrizes infectadas durante o periodo de
reproducdo ndo demonstram sinais clinicos, nem alteragdes na postura, fertilidade
dos ovos e viabilidade embriondria. Apos algumas semanas, desenvolvem anticorpos
que irdo controlar a infec¢do e serdo passados para o ovo, protegendo total ou
parcialmente a progénie durante a fase de suscetibilidade a doenga. O objetivo deste
trabalho foi determinar o estado imune das matrizes, através da determinacdo da
prevaléncia dos anticorpos em individuos e lotes de matrizes, determinar em que fase
da criacdo as matrizes se infectaram e verificar se os titulos de anticorpos das
matrizes eram suficientes para proteger a sua progénie. Fizeram parte deste estudo,
20 empresas da Regido Sul do Pais (Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul),
totalizando 64 lotes de matrizes ndo vacinadas e 12 lotes de matrizes vacinadas
contra 0 CAV. Foram analisados 1709 soros através de um “kit” de ELISA indireto
(KPL). A criacao das matrizes foi dividida em quatro fases (Recria, 1%, 2* e 3* fase de
producdo) para a coleta das amostras e constatou-se que todos os lotes de matrizes de
corte ndo vacinados possuiam aves com anticorpos contra o CAV, 88,86% das
matrizes foram soropositivas e 52,33% destas matrizes apresentaram titulos
protetores para a progénie. Isto demonstrou que a maioria das aves se infectou
durante a sua vida, entretanto, 47,67% das matrizes produziram uma progénie
suscetivel ou parcialmente protegida. A prevaléncia de matrizes ndo vacinadas
soropositivas manteve-se constante a partir da fase de recria até o pico de produgao,
caindo no ultimo terco da producdo. Em todas as matrizes vacinadas foram

encontrados anticorpos contra o CAV com titulos protetores para a progénie.



ABSTRACT

Chicken anemia virus (CAV) causes a disease in young chickens
characterized by aplastic anemia, generalized lymphoid atrophy and concomitant
immunosuppression. Clinical disease takes place when chicks are infected during the
first two weeks of life and can be abrogated if the breeders transfer enough
antibodies to their progeny. After two weeks of age, the chicks can be infected with
the virus; however they will not develop the clinical disease. The breeders infected
during the laying period do not demonstrate clinical signs, nor alterations in the
layer, fertility and embryo viability. After some weeks, they develop antibodies that
will control the infection and will be transferred through the egg, protecting totally or
partially the progeny during the susceptible phase of life. The objective of the present
work was to perform a serological survey to establish the prevalence of antibodies in
commercial breeder flocks, to determine in which phase of the life the breeders were
infected and to verify if the titer of antibodies were enough to protect their progeny.
Twenty companies from Parand, Santa Catarina and Rio Grande do Sul States
(Brazil) participated in the serological survey, totaling 64 non-vaccinated
commercial breeder flocks and 12 flocks vaccinated against CAV. The 1709 serum
samples were analyzed with an indirect ELISA kit (KPL). In the four established
phases (rearing period and three breeding phases) all non-vaccinated breeding flocks
were infected by CAV, 88,86% of the individual sera possessed antibodies to CAV
and 52,33% of them had a titer capable of protecting their progeny. This showed that
most of the chickens were infected during their life, however, 47,67% of the
individual breeders produced a susceptible or partially protected progeny. The
prevalence of non-vaccinated breeders with antibodies was constant from the rearing
to the breeding phase, falling in the last third of the laying period. All vaccinated
breeders had antibodies to CAV with protecting titers for their progeny. From this
data can be concluded that vaccination was an efficient means of producing CAV

clinical disease protected chicks.



1 INTRODUCAO

A anemia infecciosa das galinhas ¢ uma doenga de origem viral que acomete
principalmente aves jovens (Yuasa et al., 1979), caracterizada pela anemia apldastica,
atrofia linféide generalizada com imunodepressdo concomitante. Em conseqiiéncia
disto, a anemia infecciosa das galinhas ¢ freqiientemente complicada por infec¢oes
secundarias por virus, bactérias e fungos. Este virus estd associado a diversas
doencas multifatoriais como: a sindrome hemorragica (Yuasa et al., 1987), sindrome
da dermatite e anemia (Vielitz & Landgraf, 1988) e doenga da asa azul (Engstrom &
Luthman, 1984).

Anteriormente denominado “chicken anemia agent” (CAA), o virus foi
isolado por Yuasa et al. (1979) no Japao e mais tarde, com a caracterizagdo
morfoldgica e bioquimica (Gelderblom et al., 1989; McNulty et al., 1990; Todd et
al., 1990a), ele foi denominado de virus da anemia das galinhas (chicken anemia
virus - CAV) (Gelderblom et al., 1989; Noteborn et al., 1991).

Em seus estudos, Yuasa, (1983) descobriu que o CAV nao replicava em
cultivos de células convencionais. Este virus possui citopatogenicidade para
linhagens de células linfoblastoides de galinhas, as chamadas células MDCC-MSBI1
(MSB1). Esta descoberta permitiu que fosse dada preferéncia a realizagao de testes in
vitro com o uso da Virus Neutralizacao (VN) em relagdo aos testes realizados in vivo
(Yuasa et al., 1979), facilitando a execucdo de estudos viroldgicos mais extensos.
Além do mais, o uso das células MSB1 tornou possivel a deteccdo dos anticorpos
anti-CAV no soro das galinhas ou na gema dos ovos pelo teste de
Imunofluorescéncia Indireta (IFA) (Biilow et al., 1985, Yuasa et al., 1985), além de
permitir a purificagdo do virus do sobrenadante dos cultivos infectados com o CAV
(Goryo et al., 1987; Gelderblom et al., 1989).

O virus da anemia infecciosa das galinhas tem sido isolado de casos
sugestivos da doenca em criagdes de galinhas com idade entre 2 e 4 semanas (Bililow
& Witt, 1986; Bulow et al., 1986). Nas aves infectadas, o crescimento ¢ retardado e a

mortalidade fica geralmente entre 10 e 20%, podendo ocasionalmente chegar a 60%,
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gerando grandes perdas econOmicas principalmente nas empresas de criagdes de
frango de corte (McLlIroy et al., 1992).

A sindrome da anemia aplastica ja foi descrita muitos anos antes do CAV ter
sido detectado. A sua possivel associacdo etiolégica com o CAV foi revista e
discutida em alguns artigos cientificos relacionados a anemia infecciosa das galinhas
(Yuasa et al., 1987; Goryo et al., 1989; McNulty, 1991; Biilow, 1991).

O CAYV ocorre em todos os paises maiores produtores de frango do mundo.
Ele tem sido isolado de galinhas no Japao (Goryo et al., 1985; Yuasa & Imai, 1986;
Otaki et al., 1987; Yuasa et al., 1987), Europa (Biilow et al., 1983; Bulow et al.,
1986; Engstrom, 1988; Chettle et al., 1989; Noteborn et al., 1991; Drouin et al.,
1992; Farkas et al., 1992; Hoop et al., 1992), Irlanda do Norte (McNulty et al., 1990),
Estados Unidos (Goodwin et al., 1989; Rosenberger & Cloud, 1989; Lucio et al.,
1990), América do Sul (Brentano et al., 1991; Buscaglia et al., 1994; Toro et al.,
1994), China (Li et al., 1994), Austria (Firth & Imai, 1990; Connor et al., 1991),
Nova Zelandia (Stanislawek & Howell, 1994) e Africa do Sul (Wicht & Maharaj,
1993).

A presenca de anticorpos contra o CAV tem sido encontrada somente em
soros de galinhas (Yuasa et al., 1985) e codornas japonesas (Farkas et al., 1998).
Entretanto, as galinhas sdo o tinico hospedeiro do qual se isolou o virus. Anticorpos
contra 0 CAV nao foram detectados em perus ou patos mesmo apos a inoculagdo de
altas doses do virus (McNulty et al., 1991), sendo as galinhas domésticas
consideradas como os hospedeiros naturais do CAV.

O CAYV ¢ um virus pequeno, ndo envelopado, com uma fita unica e circular
de DNA (Todd et al., 1991a), pertencente a familia Circoviridae (Murphy, 1996). A
presenca de membros desta familia tém sido relatada em outras espécies animais, tais
como o virus da doenca do bico e da pena dos psitacideos, o circovirus dos suinos
(Todd et al., 1991) e o circovirus dos pingiiins (Woods et al., 1993; Shivaprasad et
al., 1994).

O CAV possui um diametro de 25 a 26,5 nm e o seu genoma contém
aproximadamente 2300 nucleotideos que codificam trés proteinas: VP1, que forma o

capsideo, e que junto com a VP2, gera imunidade protetora, e a VP3, chamada de
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apoptina, por induzir a apoptose nos timoécitos e linfocitos de linhagens celulares de
galinhas (Noteborn et al., 1994).

O genoma da cepa Cux-1 foi determinado e apresenta 2298 ou 2319 pb,
dependendo da presen¢a ou auséncia de quatro ou cinco seqiiéncias repetidas de 21
pb (Noteborn et al., 1991). Algumas cepas de CAV tém quatro seqii€ncias repetidas
de 12 pb inseridas no meio do genoma. Apds 30 passagens em cultivo de células
MDCC-MSBI, Todd et al. (1995) reportaram a presenca de 50 repeticdes na cepa
Cux-1.

O CAV ¢ um virus altamente resistente a solventes organicos e a
temperaturas elevadas. A fumigacdo com formol, usada em larga escala em empresas
avicolas, ndo tem capacidade de inativa-lo completamente, permitindo que o virus
persista por longo tempo nas instalagdes. Os desinfetantes a base de glutaraldeido 1%
e a base de formol 5%, bastante usados em instalacdes avicolas em nosso pais sdo
capazes de inativar o CAV quando expostos por 24 h em temperatura ambiente
(Yuasa, 1992).

O virus da anemia das galinhas pode ser transmitido verticalmente, sendo
essa a forma considerada a mais importante para a transmissao do virus, que ocorre
através dos ovos de matrizes recentemente infectadas e sem anticorpos. A
transmissdo horizontal ocorre de aves infectadas para aves suscetiveis, ou seja,
aquelas que ndo possuem anticorpos produzidos de forma ativa ou adquiridos
passivamente. Hoop et al. (1992) demonstraram que o CAV ¢ eliminado através da
excreta, contaminando os ovos incubdveis no momento da postura. O periodo de
transmissdo vertical pode ocorrer por trés a seis semanas, podendo chegar até¢ 12
semanas.

As aves de todas as idades sdo suscetiveis a infec¢ao através da ingestdo ou
inalagdo do virus, mas somente pintos sem protecdo por anticorpos maternos
desenvolvem a doenca (McNulty et al., 1988; McNulty et al., 1991). Os frangos do
primeiro dia até duas semanas de idade sdo mais suscetiveis a infec¢do e
desenvolvem a doenga entre duas e cinco semanas (Yuasa et al., 1979; Yuasa et al.,
1980). Em aves contaminadas com mais de duas semanas de vida, o virus causara

uma doenga sub-clinica.
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Tanto a infec¢do clinica quanto a sub-clinica provocam perdas econdmicas.
Estas sdo expressas, quando sob a forma da doenga clinica aguda, pelo aparecimento
de aves deprimidas, anoréxicas, com a crista e barbelas palidas e penas arrepiadas.
Em infecgdes subclinicas, a baixa conversao alimentar ¢ a imunodepressao das aves
infectadas sdo os principais fatores que levam a estas perdas (McNulty et al., 1991;
McLlroy et al., 1992).

A resposta humoral a infec¢do pelo CAV ¢ retardada em aves com menos de
duas semanas de idade, tanto no titulo de anticorpos quanto no tempo. Os anticorpos
maternos provéem prote¢ao completa (Yuasa et al., 1980), desde que os pintos nao
estejam imuno-deprimidos por outros fatores (Biilow et al., 1986). A monitoria
soroldgica para o CAV ¢ importante, principalmente para assegurar que as matrizes
entrardo em produgdo com anticorpos contra o virus. Dessa forma, o risco da doenca
clinica na progénie ¢ evitado (Todd et al., 1999).

O diagnostico da infecgdo pelo CAV ¢ feito através do isolamento do virus,
ou ainda pela detec¢do de anticorpos. A detecc¢ao de anticorpos pode ser feita através
de testes de soro neutralizacdo (Biilow et al., 1985; Jorgensen, 1990) e de
imunofluorescéncia indireta (Biilow et al., 1985; Yuasa et al., 1985). No entanto, a
necessidade da continua passagem do virus em cultivo celular e a dificuldade na
interpretacdo dos resultados, torna estes testes muito trabalhosos para serem
utilizados em amplos estudos sorologicos (Biilow et al., 1985).

Para prevenir perdas econdmicas na industria avicola devido as infecgdes
pelo CAV, o estado imunitario das matrizes deve ser monitorado antes do comeco do
periodo de produgdo através de testes soroldgicos confiaveis. Devido a possibilidade
de automacao do ELISA, algumas avaliacdes foram desenvolvidas e apresentaram
uma boa correlagdo com os testes padroes de IFA e VN (Todd et al., 1990b;
Lamichhane et al., 1992; Goodwin et al., 1992).

Em virtude da importancia de saber se as matrizes possuem anticorpos
durante a producdo, buscou-se neste trabalho detectar anticorpos contra o CAV em
soros de matrizes vacinadas ou nao, alojadas na Regido Sul do Brasil, utilizando a
técnica de ELISA. Para isto, procurou-se:

(a) Estabelecer a prevaléncia de individuos e lotes de matrizes

infectados pelo CAV.



(b)
(©)

(d)
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Determinar em qual fase da criagdo as matrizes foram infectadas.
Estabelecer o coeficiente de variacdo dos titulos de anticorpos dos
lotes de matrizes.

Verificar qual a percentagem de matrizes que possui titulos de

anticorpos suficientes para proteger a progénie.



2 MATERIAL E METODOS

As amostras de soro foram coletadas de matrizes selecionadas ao acaso dentro
dos lotes, pelos técnicos das empresas, e enviados ao CDPA/UFRGS, onde foram
mantidos a —20°C até o processamento. O periodo de coleta foi de abril de 2000 até
fevereiro de 2001, sendo analisadas amostras procedentes de lotes de matrizes
pesadas provenientes de 23 empresas sediadas nos Estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Parana.

Para determinar em que fase da vida das aves estava ocorrendo a infec¢ao
pelo CAV, cada empresa remeteu os soros provenientes de 4 lotes (Tabela 1). Desta
forma, foi analisado um lote de cada uma das seguintes fases de criagdo: Fase de
recria, 1, 2" ¢ 3 Fase de producio.

Os soros foram analisados para a presenga de anticorpos contra o CAV
através de um " kit" de ELISA indireto, Chicken Anemia Virus Antibody Test Kit,
catalogo numero 54-80-01 (Kirkegaard & Perry Laboratories — KPL). A densidade
oOtica foi determinada a 405 nm numa leitora de ELISA Bio-TEK ELX 800. A
interpretacdo das densidades Opticas foi realizada utilizando-se o programa Profile
for Windows 1. 07. 10 (KPL). Determinou-se o carater (positivo ou negativo), o

titulo de anticorpos e o coeficiente de variagdo dos soros por lote.

TABELA 1 -Discriminagdo das fases de criacdo, idade e nimero de soros de
matrizes analisados de cada empresa.

Fase de criagao Idade em semanas N° de soros
Cria — Recria 06-21 22
1* Fase de producao 22-35 22
2% Fase de producao 36-45 23
3* Fase de producdo 46-55 23

A sensibilidade (100%), especificidade (96,66%), valor preditivo positivo
(99,58%) e valor preditivo negativo (100%) do “kit” foram determinados através do

Programa Win Episcope 2.0 (Blas et al., 1998), utilizando-se os resultados de
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correlagao deste ELISA com os do teste de Virus Neutralizacao fornecidos pela KPL
(Kirkegaard, 1997).

O célculo do numero de amostras para a determinagdo da prevaléncia foi
realizado em duas etapas, utilizando o Programa Win Episcope 2.0 (Blas et al.,
1998). Primeiramente, foi determinado o numero de lotes a serem analisados e, a
seguir, o numero de soros por lote.

O numero de lotes de matrizes foi determinado utilizando-se os seguintes
parametros: populacdo de 15.205.000 matrizes na Regido Sul (UBA, 2001),
prevaléncia de 90%, baseado em dados da alta prevaléncia do virus em outros paises,
nivel de confianca de 99% e erro aceitavel de 10%. Os lotes foram considerados
positivos quando apresentaram pelo menos uma ave positiva.

O numero de soros por lote foi determinado utilizando-se como parametros
uma prevaléncia de 88,9% dos soros positivos (Brentano et al., 2000), nivel de
confianca de 90%, nimero médio estimado de 5000 matrizes por lote e erro aceitavel
de 12%.

O numero de soros positivos dentro de cada lote foi transformado para
percentagem, a qual foi denominada de prevaléncia aparente (Pereira, 2000). Esta foi
transformada em prevaléncia verdadeira utilizando-se os valores de sensibilidade e
especificidade, através do Programa Win Episcope 2. 0 (Blas et al., 1998).

Andlises de qui-quadrado foram feitas para determinar se existia diferenca
significativa no percentual de aves soropositivas nas diferentes fases de criagdo.

Os soros de matrizes vacinadas foram analisados separadamente para permitir
uma comparag¢ao dos resultados obtidos das matrizes expostas a infec¢ao natural.

A percentagem de matrizes com titulos de anticorpos maiores que 5000 foi
determinada para verificar o percentual de matrizes que era capaz de oferecer
protecao completa para a progé€nie contra a infeccao clinica pelo CAV (Kirkegaard,

1997).



3 RESULTADOS

A determinagdo do nimero de lotes a serem analisados resultou em 60,
numero que foi aumentado para 64 lotes de matrizes de corte ndo vacinadas e 12
lotes de aves vacinadas (Tabela 2). O numero de soros por lote foi calculado em 19,
entretanto, com a finalidade de obter um resultado mais exato e melhorar o
aproveitamento das placas do “kit”, foram analisados 22 soros para cada um dos dois
primeiros periodos de criagdo e 23 soros para cada um dos dois ltimos periodos de
criacdo, totalizando 90 amostras analisadas por empresa em uma placa de Elisa do
"kit" (Tabela 1). Foram analisados 374 soros da Fase de recria, 308 soros da 1" Fase
de produgdo, 360 soros da 2* Fase de producdo e 397 soros da 3* Fase de produgdo
dos lotes nao vacinados, perfazendo um total de 1439 soros de matrizes ndo
vacinadas (Tabela 2). O fato de que foi analisado um numero diferente de soros de
cada fase de criacdo, ocorreu devido a algumas empresas terem remetido os soros de
mais de um lote de uma determinada fase e de nenhum lote de outra. Desta forma,
algumas empresas tiveram dois lotes analisados que pertenciam a uma mesma fase

de criagao e nenhum de alguma das outras fases.
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TABELA 2 - Discriminagdao do numero de soros analisados de cada empresa nas
diferentes fases de criagdo das matrizes ndo vacinadas.

Empresa Recria 1* Fase 2 Fase 3* Fase
1 23 22 22 22

2 22 22 23 23

3 00 25 00 25

4 22/22 00 23 23

5 00 00 20 20

8 22 22 23 23

9 22 22 00 23/23
10 22 22 23 23

11 22 22 23 23

13 22 22 23 23

14 22 22 23 23

15 22 22 23 23

16 23 22 22/23 00

17 20 19 20 31

18 22/22 00 23 23

19 22 22 23 23

20 22 22 23 23

Total ndo
vacinadas 374 308 360 397

Dos 12 lotes de matrizes vacinadas, foram testados 66 soros da Fase de recria,
66 soros da 1* Fase de produgdo, 69 soros da 2* Fase de producdo e 69 soros da 3*

Fase de producdo, totalizando 270 soros (Tabela 3).
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TABELA 3 - Discriminagdao do numero de soros analisados de cada empresa nas
diferentes fases de criagdo das matrizes vacinadas.

Empresa Recria 1* Fase 2 Fase 3* Fase
21 22 22 23 23
22 22 22 23 23
23 22 22 23 23
Total vacinadas 66 66 69 69

Os resultados do Elisa demonstraram que todos os lotes de matrizes tinham
algumas aves positivas, sendo que o percentual de individuos positivos nos lotes foi
de 39,13% até 100%. A prevaléncia aparente dos soros positivos em matrizes nao
vacinadas foi de 89,23% e a prevaléncia verdadeira de 88,86% (Figura 1). J& nas

matrizes vacinadas, todas as aves possuiam anticorpos contra 0 CAV.

Lotes Aves

11,14%

\

100%

88,86%
Opositivos
ONegativos

FIGURA 1 — Prevaléncia verdadeira de lotes e de soros positivos para o CAV em

matrizes ndo vacinadas.

Como pode ser visto na Figura 2 e na Tabela 4, a prevaléncia de matrizes nao
vacinadas e positivas para o CAV variou de 91,95% na segunda Fase de producao até

83,5% na ultima fase de criacao.
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FIGURA 2 — Prevaléncia verdadeira de matrizes ndo vacinadas soropositivas para o

CAV por fase de criagao.

A analise do qui-quadrado demonstrou que havia uma diferenca significativa
(p=0,001) na percentagem de aves soronegativas na 3 fase em relagdo as demais
fases. Foram analisados 20 lotes da Fase de recria, onde 45% dos lotes tiveram pelo
menos uma ave soronegativa. Na 1* Fase de producgdo, foram analisados 17 lotes e
em 35,29% deles lotes foram encontradas aves soronegativas. Na 2* Fase de
producdo foram analisados 19 lotes e em 52,63% dos lotes foram encontradas aves
soronegativas. Na 3 Fase de produg¢do, dos 20 lotes analisados, 50% possuiam aves

soronegativas.

TABELA 4 - Prevaléncia verdadeira (%), nimero de soros analisados e nimero de
soros positivos para CAV em matrizes nao vacinadas nas diferentes
fases de criagao.

Fases de criacao Numero de soros Numero positivos  Prevaléncia (%)
Recria 374 334 88,93
1° Fase 308 284 91,94
2° Fase 360 332 91,95
3° Fase 397 334 83,58

Total 1439 1284 88,86
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Em 54,68% dos lotes haviam matrizes soropositivas com outras soronegativas
dentro do mesmo lote (Tabela 5). J4 nos lotes de matrizes vacinadas (lotes das
Empresas 21, 22, 23), todos os soros foram positivos.

Ao analisar-se isoladamente cada lote das empresas participantes (Tabela 5),
verificou-se que o lote que apresentava o menor nimero de aves soropositivas
(39,13%) estava na 3° Fase de produ¢do, em contraste ao encontrado em lotes de
outras empresas que possuiam 100% das aves soropositivas.

Os valores de percentagem de positivos, titulos médios e coeficiente de
variacdo estdo discriminados por lote € empresa na Tabela 5, que apresenta todos os
lotes ndo vacinados (Empresas 1 a 20) e vacinados (Empresas 21 a 23).

Quando se volta a aten¢do para as aves ndo vacinadas, verifica-se que o titulo
médio de anticorpos dentro de cada lote nas diferentes fases de criacdo variou de
1.483 em um lote que estava na 3° Fase de producao até 23.243 em um lote que
estava na Fase de recria (Tabela 5).

Nos lotes ndo vacinados (Tabela 5), verifica-se que o CV foi normalmente
maior do que o obtido em matrizes vacinadas, variando de 44,12% a 141,84%.
Contudo, 11 (17,18%) lotes de matrizes ndo vacinadas possuiam um CV (31,23% a
42,10%) dentro dos mesmos limites encontrados nas matrizes vacinadas (21,57% a
43,64%), embora os seus titulos médios de anticorpos variassem de 3130 até 18614

(Tabela 5).
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TABELA 5 — Discriminacado do nimero de aves soropositivas (+), total de aves
analisadas do lote, percentagem de aves positivas (% de +), titulo
médio (TM) e coeficiente de variacao (CV) de cada lote ndo vacinado
(Empresas 1 a 20) e vacinado (Empresas 21 a 23).

Empresas Fases + Total de aves %de+ TM CV (%)
1 RECRIA 19 23 82,61 4203 65,74
1 1* FASE 19 22 86,36 3196 64,98
1 2* FASE 19 22 86,36 3588 51,36
1 3* FASE 19 22 86,36 3196 51,75
2 RECRIA 22 22 100,00 9855 48,30
2 1*FASE 22 22 100,00 12835 38,65
2 2*FASE 22 23 95,65 13425 38,61
2 3*FASE 23 23 100,00 12186 38,08
3 I1*FASE 25 25 100,00 6943 46,47
3 3*FASE 25 25 100,00 9574 31,23
4 RECRIA 22 22 100,00 5723 53,90
4 RECRIA 21 22 95,45 5856 58,41
4 2*FASE 21 23 91,30 4515 66.10
4 3* FASE 14 23 60,87 1685 54,75
5 2*FASE 20 20 100,00 9478 35,43
5 3*FASE 20 20 100,00 8987 31,33
8 RECRIA 22 22 100,00 18267 51,13
8 1*FASE 22 22 100,00 17705 42,10
8 2*FASE 23 23 100,00 21099 47,69
8 3*FASE 23 23 100,00 18614 39,87
9 RECRIA 10 22 45,45 3595 126,07
9 1*FASE 22 22 100,00 7012 59,75
9 3* FASE 9 23 39,13 1483 120,56
9 3* FASE 16 23 69,57 3005 74,23
10 RECRIA 22 22 100,00 23243 49,86
10 1* FASE 19 22 86,36 8356 91,94
10 2*FASE 22 23 95,65 10696 59,62
10 3*FASE 21 23 91,30 9213 92,10

Continuagao...
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11
11
11
13
13
13
13
14
14
14
14
15
15
15
15
16
16
16
16
17
17
17
17
18
18
18
18
19
19
19
19

RECRIA
1* FASE
2* FASE
3* FASE
RECRIA
1* FASE
2* FASE
3* FASE
RECRIA
1* FASE
2* FASE
3* FASE
RECRIA
1* FASE
2* FASE
3* FASE
RECRIA
1* FASE
2* FASE
2* FASE
RECRIA
1* FASE
2* FASE
3* FASE
RECRIA
RECRIA
2* FASE
3* FASE
RECRIA
1* FASE
2* FASE
3* FASE

17
15
16
18
22
22
22
21
16
20
20
22
14
16
18
18
21
22
19
23
20
16
20
16
21
22
23
23
21
22
21
23

22
22
23
23
22
22
23
23
22
22
23
23
22
22
23
23
23
22
22
23
20
19
20
31
22
22
23
23
22
22
23
23

77,27
68,18
69,57
78,26
100,00
100,00
95,65
91,30
72,73
90,91
86,96
95,65
63,64
72,73
78,26
78,26
91,30
100,00
86,36
100,00
100,00
84,21
100,00
51,61
95,45
100,00
100,00
100,00
95,45
100,00
91,30
100,00

3503
2934
3016
2465
9233
9256
7477
3884
6029
3930
4705
7277
3327
2978
3343
3798
8022
19902
8796
11588
7654
5927
9489
2981
4761
4572
10540
13181
3130
4366
3193
4936

84,01
118,03
87,84
75,91
56,91
50,43
67,60
61,61
109,16
63,80
80,19
73,97
102,93
74,96
72,47
85,39
73,48
53,11
75,66
49,20
49,37
98,71
46,34
141,84
57,92
34,37
47,95
51,52
35,44
44,51
44,12
46,50

23

Continuacdo. .
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20 RECRIA 22 22 100,00 3459 35,95
20 I*FASE 22 22 100,00 4034 44,96
20 2*FASE 23 23 100,00 4510 58,88
20 3*FASE 23 23 100,00 5931 69,10
21 RECRIA 22 22 100,00 13792 21,57
21 I*FASE 22 22 100,00 16022 40,66
21 2*FASE 23 23 100,00 10951 37,69
21 3*FASE 23 23 100,00 13856 32,18
22 RECRIA 22 22 100,00 25848 24,59
22 I*FASE 22 22 100,00 24085 22,41
22 2*FASE 23 23 100,00 21783 27,83
22 3*FASE 23 23 100,00 21111 26,49
23 RECRIA 22 22 100,00 13118 28,36
23 I*FASE 22 22 100,00 12293 31,43
23 2*FASE 23 23 100,00 14069 43,64
23 3*FASE 23 23 100,00 13099 30,97

No presente trabalho, 52,33% dos soros apresentaram titulos superiores a
5000 nas matrizes ndo vacinadas. Desta maneira, 47,67% da progénie destas matrizes
ainda estariam parcialmente suscetiveis a infeccdo (Tabela 6 e Figura 3). J4 nas
matrizes vacinadas, 99% das aves analisadas apresentaram titulos de anticorpos
acima de 5000. As duas aves que estdo dentro do 1% com titulos menores que 5000,
pertenciam a 2° Fase de produgdo e possuiam titulos de anticorpos acima de 4000

(Tabela 6 e Figura 3).

TABELA 6 — Percentagem e nimero de matrizes com titulos de anticorpos acima e
abaixo de 5000 em matrizes ndo vacinadas e vacinadas.

CAV Nao Vacinadas Vacinadas
Titulos de anticorpos < 5000 47,67% (686) 1,00% (2)
Titulos de anticorpos > 5000 52,33% (753) 99,00% (268)

Total 100,00% (1439) 100% (270)
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Matrizes vacinadas Matrizes nao vacinadas
1%
47,67%
? 52,33%
99%
O Soros com titulos acima de 5000
O Soros com titulos abaixo de 5000

FIGURA 3 - Percentagem de matrizes pesadas ndo vacinadas e vacinadas com titulos

de anticorpos acima e abaixo de 5000.

Nas aves ndo vacinadas, verificou-se que o titulo médio de anticorpos dos
lotes por fase de criagdo se mantém sempre acima de 5000 (Tabela 7). Nas matrizes
vacinadas, o mesmo pode ser visto, embora os titulos de anticorpos alcangados

fossem maiores que o dobro dos titulos das aves ndo vacinadas.

TABELA 7 — Titulo médio de anticorpos dos lotes por fase de criagdo das matrizes
nao vacinadas e vacinadas.

Fase de criagdo Nao vacinadas  Vacinadas

Recria 7.653 17.586
1° Fase 7.638 17.467
2° Fase 7.321 15.601
3° Fase 7.185 16.022
Média Geral 7.449 16.669

Quando analisamos os titulos de anticorpos médios dos lotes de matrizes no

periodo de recria que estao com idade abaixo de 13 semanas (TABELA 8), observa-
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se que quatro dos seis lotes possuiam titulos de anticorpos considerados protetores
para sua progénie. Como exemplo, o lote com oito semanas de idade ja possuia um
titulo médio de anticorpos 5.723, apesar de ndo ter sido vacinado. Contudo, se
verificarmos os titulos individuais neste lote, vemos que 10 das 22 aves tém titulos

inferiores a 5.000.

TABELA 8 —Titulos de anticorpos médios do lote e coeficientes de variagdao (CV)
dos titulos, nos lotes ndo vacinados no periodo de recria e com idade
abaixo de 13 semanas.

Empresa Idade/Semana. CV  Média dos titulos do lote

2 13 48,30 9855
4 8 58,41 5723
8 12 51,13 18267
9 12 126,07 3595
13 13 56,91 9233
18 13 57,92 4761
19 12 35,44 3130

Em relagdo aos coeficientes de variagdo médios por fase de criagcdo (Tabela 9)
dos lotes ndo vacinados, verifica-se que o CV ¢ maior em relagdo aos obtidos nas

matrizes vacinadas.

TABELA 9 — Coeficiente de variacdo médio dos lotes nas diferentes fases de criagao
de matrizes ndo vacinadas e vacinadas.

Fases da Criagdo CV nao vacinadas CV vacinadas

Recria 63,06 24,84
1* Fase 54,61 31,50
2% Fase 57,59 36,38

3" Fase 65,39 29,88



4 DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo geral, verificar qual o grau de protecdo que
a progénie de matrizes de corte possui na idade em que ¢ suscetivel a infec¢@o pelo
virus da anemia das galinhas (CAV) que podera gerar a doencga clinica. Para isto,
procurou-se determinar a prevaléncia de individuos e lotes de matrizes vacinadas e
ndo vacinadas com anticorpos contra o CAV.

Antes da execucdo deste trabalho, procurou-se determinar a quantidade de
lotes e soros que eram significativamente representativos da populagdo de matrizes
de frango de corte dos trés Estados. Esta determinacdo foi embasada em
procedimentos epidemiologicos e feita com o auxilio de programas de computador
especificos para este fim. Desta forma, os resultados gerados foram mais proximos
da realidade observada no campo. Este procedimento ndo pode ser visto em nenhum
dos trabalhos cientificos relacionados ao tema revisados para esta discussao.

Todos os lotes analisados possuiam aves com anticorpos contra o CAV no
presente trabalho, demonstrando que a infec¢do pelo virus ocorre na criagdo de
matrizes nas condi¢des comerciais normalmente utilizadas pelas empresas avicolas,
tendo sido encontrada uma prevaléncia verdadeira de 88,86% em matrizes ndo
vacinadas e com idade que variava entre 8 a 60 semanas.

Nos Estados Unidos, anticorpos contra 0 CAV foram encontrados em 23 lotes
de 29 testados para anticorpos contra a cepa Cux-1 usando o teste de
imunofluorescéncia indireta em criagdes de galinhas comerciais € em reprodutoras
com idade entre 10 e 78 semanas (Lucio et al. 1990). Foi determinada uma
prevaléncia aparente de 79,31% de aves com anticorpos contra o CAV em doze
estados amostrados do Estados Unidos da América. Também no mesmo trabalho,
Lucio et al. (1990) isolaram um agente com as caracteristicas antigénicas,
fisicoquimicas e patoldgicas do CAV a partir de frangos de corte.

A prevaléncia de anticorpos contra 0 CAV foi determinada em matrizes
pesadas usando 52 lotes de trés estados do Estados Unidos da América (Goodwin et
al., 1990). Os resultados indicaram uma prevaléncia de 98% para os lotes e 62% para

as 861 aves examinadas. A presenga de aves positivas dentro dos lotes variou de zero
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a 100%. Os testes para detec¢do dos anticorpos foram feitos através da
imunofluorescéncia indireta. Ao contrdrio do presente trabalho, em que foi
encontrado um menor nimero de aves soropositivas na 3 Fase de produgdo, os
autores encontraram uma propor¢ao significativamente menor de aves soropositivas
nas matrizes com menos de dezenove semanas.

Da mesma forma como encontrado no presente trabalho, Drén et al. (1996)
reportaram uma prevaléncia de 100% de lotes com anticorpos contra o CAV em
matrizes de frango de corte ndo vacinadas na Hungria. A percentagem de aves
soropositivas dentro dos lotes foi de 40 a 93,3%, com uma média de 73,2%, usando o
teste de imunofluorescéncia indireta. Este teste forneceu os resultados em somente
um dia e tem a vantagem de ter um custo baixo, quando comparado com o teste de
soro neutralizacdo, porém um dos maiores problemas encontrados foi o fato de ele
nao detectar titulos baixos de anticorpos (Chettle et al., 1991).

Em um estudo realizado na Espanha, envolvendo 187 lotes de matrizes de
frango de corte, foi encontrada uma prevaléncia de 25,47% de aves soronegativas
nos 2754 soros analisados. Os soros foram coletados durante o periodo de 1995 a
1996 de matrizes com idade entre 6 a 60 semanas de vida (Solsona, 1996). Em nosso
trabalho, das 1.439 aves analisadas que eram expostas a infec¢do natural, 10,77%
eram soronegativas.

Na China, em um estudo de prevaléncia de anticorpos contra o CAV usando
imunofluorescéncia indireta, foi encontrada uma prevaléncia aparente de 82,14% nos
lotes (23 positivos de 28 analisados) e 42% nos soros (79 positivos de 185
analisados) em criagdes de matrizes e frangos de corte (Zhou et al., 1996). Ja no
presente trabalho, foi encontrada uma prevaléncia de 100% para os 64 lotes expostos
a infeccao natural.

No Japao, foi determinada uma prevaléncia aparente de anticorpos contra o
CAV de 60,2% em 211 aves ¢ de 69,2% em 13 lotes através de virus neutralizagao
(Farkas et al., 1998).

Em um levantamento sorolégico realizado em nove estados do Brasil com
2.355 soros de 127 lotes, foi encontrada uma prevaléncia de 92% de matrizes de
frango de corte soropositivas utilizando um "kit” comercial de ELISA da marca

Idexx Laboratories (Brentano et al., 2000).
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O aparecimento de matrizes soronegativas em todas as fases de criagdo ¢ um
fato preocupante. Isto significa que elas estdo susceptiveis a infec¢do. Se isto ocorrer
durante a producdo de ovos, parte da progénie fica vulneravel a infec¢do pelo CAV
transmitido verticalmente. Embora as galinhas diminuam a tendéncia ao
aparecimento de sintomas com a idade, elas podem se tornar infectadas e excretar o
CAV em qualquer idade (Biilow, 1991).

As matrizes de frango de corte devem desenvolver anticorpos contra o0 CAV,
em quantidades suficientes para proferir protecdo a sua progénie, antes do periodo de
reproducdo iniciar. No presente trabalho, a Tabela 4 demonstra que 16,42% das
matrizes ndo possuiam anticorpos anti-CAV na 3* Fase de produg¢do. O percentual de
aves soronegativas foi significativamente maior (p=0,001) durante a Fase 3 do que
nas outras fases de criagdo, provavelmente devido ao tempo decorrido do ultimo
estimulo antigénico e ao estado imune da ave nesta fase de produgao.

Nos lotes em producdo, analisados no presente trabalho, foram encontrados
seis de 17 lotes (35,29%) com aves soronegativas na 1* Fase, dez de 18 lotes
(52,63%) possuiam aves soronegativas na 2* Fase e dez de 20 lotes (50%) na 3% Fase.
Na Tabela 4, também pode ser observada a presenga de aves soronegativas em todas
as fases de cria¢do, sempre acima de 7%. Estes dados ndo condizem com os
resultados de Brentano et al. (2000), que concluiram que havia uma tendéncia ao
aumento da propor¢do de aves soropositivas com o aumento da idade e mencionou
que a populacdo de aves soronegativas se limitava principalmente aos lotes de seis a
18 semanas de idade e havia uma tendéncia a 100% das aves serem positivas a partir
das 25 semanas.

Os primeiros pesquisadores a estudar os titulos de anticorpos maternos para o
CAYV na progénie de frango de corte foram Otaki et al. (1992). Eles determinaram
que titulos de anticorpos de 40(VN) em pintos de um dia conferiram protecao até as
duas semanas de idade.

Malo e Weingarten (1995) determinaram que o CAV nao foi encontrado nas
fezes das aves com titulos iguais ou superiores a 256 em virus neutralizagao.

Em aves desafiadas com o CAV patogénico pela rota intramuscular com
titulos de anticorpos > 8 por Virus Neutralizagdo, ndo se pode isolar o virus

novamente das fezes. O CAV foi isolado de algumas aves com titulos de anticorpos
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de 7 e de todas as aves com titulos < 6 (Intervet, 1994). A Virus Neutralizagdo ¢ uma
técnica bastante sensivel para detectar anticorpos, porém, um dos maiores
empecilhos para o seu uso em estudos mais extensos, ¢ ser uma técnica cara € 0s
resultados demorarem em torno de 3 semanas para serem obtidos.

O “kit” de ELISA utilizado (Kirkegaard, 1997) sugere que os titulos de
anticorpos das matrizes devem estar entre 3.000 e 5.000 para que possam ser
considerados “Titulos Protetores” para a progénie.

No presente trabalho, as matrizes na Fase de recria apresentaram uma
prevaléncia verdadeira de 88,93% de anticorpos contra o CAV e 60% (Tabela 5)
possuiam titulos de anticorpos superiores a 5.000, considerados protetores. As
matrizes pertencentes a 1* Fase de producgdo, apresentaram uma prevaléncia
verdadeira de 91,94% de anticorpos anti-CAV e 64,71% de aves com anticorpos
acima de 5.000. Na 2° Fase, a prevaléncia foi de 91,95% e 63,16% de matrizes com
titulos de anticorpos acima de 5.000 e na 3" Fase as matrizes apresentaram uma
prevaléncia de soropositivos de 83,58% e 55% das aves com titulos acima de 5.000.
Nas matrizes vacinadas, os titulos de anticorpos da Fase de recria se encontravam
entre 13.118 a 25.848, na 1? Fase de produgdo, entre 12.293 a 24.085, na 2% Fase de
produgdo, entre 10.951 a 21.783 e por fim, na 3* Fase de produgdo os titulos de
anticorpos se encontravam entre 13.099 a 21.111, sendo que, de todos os lotes com
titulos de anticorpos acima de 5.000, somente um lote tinha 1% das matrizes com
titulos abaixo.

Quando se analisou o titulo de anticorpos médio dos lotes de matrizes no
periodo de recria que estdo com idade entre 8 a 13 semanas (Tabela 8), observou-se
que os titulos variaram de 3.130 a 18.267 e os coeficientes de varia¢do variaram de
35,44% a 126,07%. Dos 7 lotes analisados com esta idade, apenas trés continham
aves soronegativas, sendo 4,55% das aves negativas nas empresas 18 e 19 e 54,55%
na empresa 9.

Em reprodutoras com menos de 10 semanas (6-9 semanas), Solsona (1996)
encontrou 58,77% de aves negativas, 13,92% de aves positivas, mas com titulos de
anticorpos insuficientes para transmitir uma boa prote¢ao a sua progénie, 12,2% de
aves positivas e titulos de anticorpos suficientes (2.048) para proteger a progé€nie e

15,07% de aves positivas e com titulos de anticorpos altos (>2.048), capazes de



31

conferir uma boa prote¢ao passiva para a progénie. Contudo, este trabalho apresentou
apenas os titulos médios alcangados pelos lotes, ndo demonstrando os coeficientes de
variagao.

No trabalho realizado por Brentano et al. (2000), os lotes de matrizes com
idades entre seis e 18 semanas apresentaram 42% de aves sorologicamente negativas,
7% das aves com titulos de anticorpos considerados baixos pela autora e 50% das
aves com titulos de anticorpos considerados adequados para proteger a progénie.

Nas analises realizadas no presente trabalho, os lotes em inicio de producao,
possuiam uma percentagem de aves soropositivas (Tabela 5) que variou de 68,18%
(com titulo de anticorpos médio de 2.934 e um coeficiente de variagdo de 118%) a
100% (com titulos de anticorpos médios que variaram de 4.034 a 19.902). Os
coeficientes de variagcdo nos lotes que possuiam 100% de soros positivos variaram
entre 38,65% a 59,75%, demonstrando que ainda existiam no inicio de producdo,
42,85% dos lotes com aves soronegativas.

Engstrom (1999) em seu estudo feito na Suécia utilizando 20 amostras de
soro de cada lote, constatou que 18 de 94 lotes de matrizes de frango de corte nao
soroconverteram antes de serem transferidas de aviario com 18 a 20 semanas. J& na
Fase de produgao, foram encontrados anticorpos para o CAV em todos com excecdo
de um lote de matrizes.

Em aves em idade de reproducdo (26 a 60 semanas), foram encontrados
titulos de anticorpos considerados protetores em 80% das aves, sendo que somente
0,65% das aves prosseguiam sem a presenca de anticorpos contra o CAV (Solsona,
1996).

No estudo realizado por Brentano et al. (2000), foram encontrados menos de
3,5% das aves com titulos de anticorpos baixos o suficiente para permitir a
transmissao vertical do virus pelas matrizes em fase de reproducao.

Apenas uma empresa (Empresa 10) relatou a ocorréncia do aparecimento de
sintomas clinicos na progénie dos lotes que possuiam 36 e 31 semanas de idade. O
lote de 36 semanas de idade possuia um titulo de anticorpos médio de 8.331 e o lote
de 31 semanas, possuia um titulo de anticorpos médio de 10.739, portanto, ambos
possuiam titulos médios acima do desejado para proteger a progénie, no entanto, os

coeficientes de variagdo foram altos (59,45% e 92,10%, respectivamente), contendo
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aves com titulos abaixo de 3.000 e inclusive aves soronegativas. A infeccdo pelo
CAYV, provocando o aparecimento dos sintomas clinicos na progénie, deve ter
ocorrido, provavelmente, na progénie destas matrizes soronegativas ou que tinham
titulos de anticorpos baixos.

As matrizes vacinadas, referentes a parcela de 1% (duas aves) com titulos de
anticorpos abaixo de 5.000, possuiam titulos acima de 4.000 e pertenciam a 2° Fase
de produgao, este lote apresentava um coeficiente de variacao de 43,64%, contudo, a
diferenga encontrada entre os lotes ndo vacinados esta na variacdo dos titulos de
anticorpos deste lote (4.082 a 25.289) e, de acordo com Kirkegaard (1997), ainda
podem conferir prote¢do suficiente para a sua progénie, uma vez que no manual
deste “kit” de ELISA ¢ afirmado que os titulos de anticorpos entre 3.000 — 5.000
reinem condi¢des de proteger a progé€nie. Desta forma, provavelmente toda a
progénie dos lotes de matrizes vacinadas estava protegida contra a infec¢do clinica
pelo CAV.

O coeficiente de variagdo médio por fase de criagdo nas matrizes vacinadas
foi de 24,84% na Fase de recria, apresentando titulos médios de 17.586. Na 1? Fase,
foi de 31,50%, com titulos médios de 17.467, na 2* Fase, foi de 36,38% com titulos
médios de 15.601 e, na 3* Fase, 29,88% com titulos médios de 16.022. Conclui-se
que o coeficiente de variagdo médio foi menor em todas as fases de criagdo das
matrizes vacinadas e os titulos de anticorpo médios ndo possuem a tendéncia de
queda com o passar da idade, como ocorreu nas matrizes nao vacinadas e
normalmente ocorre com titulos vacinais.

Nos 64 lotes de matrizes nao vacinadas, 10 lotes apresentaram um coeficiente
de variacdo semelhante ao encontrado nas matrizes vacinadas, que foi de 31,23% até
39,87%, e os titulos de anticorpos médios dentro destes 10 lotes variaram de 3.130 a
18.614. Contudo, dois destes lotes continham aproximadamente 4% de aves
soronegativas, demonstrando que, apesar do CV ser semelhante ao das vacinadas,
ainda haviam aves soronegativas com potencial para transmitir o virus de forma
vertical.

O CV médio por fase de criagdo das matrizes expostas a infec¢dao natural
estava sempre acima de 50% em todas as fases (Tabela 9). Na Fase de recria, o CV

variou de 34,37% a 126,07%, na 1* Fase o CV variou de 38,65% a 118,03%, na 2°
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Fase o valor variou de 38,61% a 141,84% e na 3* Fase variou de 31,23% a 141,84%,
do que se conclui que a grande maioria dos lotes de matrizes expostas a infec¢ao
natural pelo CAV ndo possuem uma boa uniformidade nos titulos de anticorpos de
suas matrizes.

O presente trabalho teve o objetivo de determinar indiretamente, o grau de
protecdo contra a anemia das galinhas que a progénie das matrizes possui em
condigdes comerciais. Desta forma, verificou-se que um certo percentual da progénie
de matrizes ndo vacinadas, esta parcial ou totalmente suscetivel a doenga clinica. A
utilizacdo de vacina pode reduzir esta proporcao suscetivel da progénie, contudo,
somente experimentos que levem em conta os custos desta vacinacdo e o beneficio
econdmico de sua utilizagdo poderdo esclarecer definitivamente se sua utilizagdo ¢é

recomendavel.



5 CONCLUSAO

Todos os lotes de matrizes de corte ndo vacinados foram infectados pelo virus
da anemia das galinhas (CAV) ja na Fase de recria.

A prevaléncia de matrizes ndo vacinadas soropositivas manteve-se constante
nas Fases de recria até o pico de producao, caindo no tltimo ter¢o da producao.

Das matrizes ndo vacinadas, 11,14% provavelmente geraram uma progénie
suscetivel e 36,53% geraram uma progénie parcialmente suscetivel a anemia
infecciosa das galinhas.

Todas as matrizes vacinadas tiveram titulos de anticorpos suficientes para
proteger a progénie, apresentando titulos de anticorpos acima de 4000.

Os titulos médios de anticorpos das matrizes vacinadas e ndo vacinadas foram
superiores a 5000 j& na Fase de recria e se mantiveram acima deste valor em todas as
fases de criagdo analisadas.

Os titulos de anticorpos gerados nos lotes de matrizes naturalmente infectados
foram mais desuniformes, ja que o Coeficiente de Variacdo obtido em lotes de
matrizes nao vacinadas foi superior ao obtido nos lotes de matrizes vacinadas em

82,81% dos casos.
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